Replikace DNA




Jsou monozygotni dvojcata identickd?

» vyvinula se z jednoho oplozeného vajic¢ka

* v raném stadiu se embryo rozpadlo do dvou skupin bunék
obé skupiny bunék prodélaly dplny vyvoj a dozrdly do dplnych embryi

» sprdvnd odpovéd'’: dvojCata obsahuji kopie stejnych rodi¢ovskych
genl vzniklych replikaci

- v lidském genomu je cca 25 000 gent (3x10° nukleotidovych pari)

- dospélé télo ¢lovéka je sloZzeno z 65 triliént (65.000.000.000.000)
bunék, kazda z nich (s nékolika vyjimkami) obsahuje kopie stejnych
gent

- replikace tak velkych usekt DNA je obrovsky ukol, i kdyz je to velmi
presny proces, k chybdm pri replikaci dochadzi

* nukleotidové sekvence DNA ovliviuji rovnéz mutace




Rychlost a presnost replikace DNA

. u ¢lovéka: 3 000 nukleotidld za minutu
. u bakterii: 30 000 nukleotidl za minutu

+ frekvence chyb: 1 chyba na miliardu vélenénych
nukleotidd

(v haploidnim genomu Clovéka je 3 x 10° nukleotidovych
pard, proto u jednovajecnych dvojcat bude vétsina gend
identickych, ale v nékterych budou zmény)




Osnova

- zdkladni rysy replikace DNA /7 vivo
* DNA polymerdzy a syntéza DNA /n vitro
» replikacni aparat

+ specidlni aspekty replikace
eukaryotickych chromozomd




Principy replikace DNA /n vivo

+ komplementarita vldken v duplexech DNA: po oddéleni
rodiCovskych vldken duplexu, mtze kazdé z nich slouzit jako
templdt pro syntézu vlakna nového

» hova vldkna vznikaji postupnym zaclenovanim nukleotidi na
zdkladé pravidel parovani bazi

* na konci replikace je kazdé vldkno templatu spdrovano s
nové syntetizovanym partnerskym vldknem

* replikace DNA je katalyzovdna enzymy




Zakladni rysy replikace DNA /n vivo

* DNA se replikuje semikonzervativné

* replikace DNA je zahdjena (iniciovdna) ve
specifickych mistech - pocatcich replikace ("origins")

» z mista pocdatku replikace DNA probiha obéma sméry




Replikace DNA

Mechanismus zaloZeny na
presném kopirovadni templdatovych
retézct DNA:

- rozvolnéni plvodni
dvousroubovice: obnazeni
templdtovych jednoretézci

- postupné rozezndvani nukleotidu
templdtu nespdarovanymi (volnymi)
komplementdrnimi
deoxyribonukleozidtrifosfaty

» enzymatické pripojeni
komplementdrniho nukleotidu k
rostoucimu primerovému retézci
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Semikonzervativni replikace DNA

5 3

Hydrogen bonds

+ obé vldkna slouzi jako templat

+ sekvenci nového vldkna urcuje
princip komplementarity bazi

- kazdé vlakno rodic¢ovské
v . (o] V4 V4 V4
Sroubovice zustava zachovano

New double
strands;
replication
is complete.
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Modely replikace DNA

Semikonzervativni: kazdé vldkno rodié ovské dvousroubovice
se zachovdva a uplatiuje se jako templat

Konzervativni: rodi¢ovska dvousroubovice se zachovava a ridi
syntézu nové dvousroubovice

Disperzni: segmenty kazdého rodi¢ovského vidkna se
zachovdvaji a Fidi syntézu segmentt novych komplementdrnich
vldken, které se ndsledné spojuji

Meselson a Stahl (1958) prokazali, Zze plati semikonzervativni
model navrzeny Watsonem a Crickem

dikaz byl zaloZen na studiu hustoty DNA po ozna¢eni té€zkym
dusikem 1°N)




Modely replikace DNA

Semiconservative Conservative Dispersive
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Replikace je semikonzervativni
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Replikace DNA zacind v pocatku
replikace (Yorigin")
- specifickd nukleotidova sekvence (or)
- kazdy pocatek zajist'uje replikaci iseku DNA zvaného replikon

- u bakterii a virl je obvykle 1 poéatek na chromozom
(prokaryotické chromozomy obsahuji jediny replikon)

- u velkych chromozomi eukaryot je mnoho poldtki replikace
(mnoho replikont)




Pocatek replikace £. coli (ori C)

velikost 245 pb

pF‘f-l-omen \Y; genomu lx GATCTNTTNTTTT TTATNCANA
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obsahuje 2 typy opakujicich se  emm— | —
T W,
sekvenci: N
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- sekvenci 13 pb (opakovand 3x,
bohatd na AT, pouze 2
vodikové vazby mezi AT
usnadnuji tvorbu replikacni et
bubliny) o

- sekvenci 9 pb (opakovana 4x,
misto vazby proteint, které
jsou nezbytné pro tvorbu

replikacni bubliny)




Pocatky replikace u eukaryot

v genomu v mnoha kopiich
u kvasinek oznalované ARS (autonomné se replikujici segmenty)
- délka cca 50 pb

- obsahuji stézejni sekvenci bohatou na AT o velikosti 11 pb

funkéni slozky pocatku replikace vyssich eukaryot dosud nejsou
presné znamy

velikost ori u vyssich eukaryot dosahuje aZz nékolika tisic pb




Replikacni bubliny a vidlice

po rozvolnéni DNA v misté ori
bohatém na AT se templatové
retézce oddéluji a vznika
replikacni bublina

od tohoto mista replikace
probihd v obou smérech a
vznikd struktura tvaru "Y"
zvand replikacni vidlice

replication

— forks

N

-




Take home message

* DNA se replikuje semikonzervativnim mechanismem: dvé
komplementarni vlakna rodi¢ovské dvousroubovice se v misté
pocatku replikace rozvinou a oddéli, kazdy z Fetézct slouzi
jako templat pro syntézu nového komplementdrniho vidkna

» specifita parovani bazi zaruc€uje, ze vznikajici vildkna DNA
budou mit komplementdrni sekvence vzhledem k templdttm

+ iniciace replikace nastava v replikaénich poédtcich, odkud
pokracuje obéma sméry




* substratové pozadavky:
- primerové vldkno s volnou 3'-OH skupinou

- templdtové vldkno DNA urcujici sekvenci nového vldkna
- volné dNTP (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)

DNA polymerdzy a syntéza DNA /n vitro

» systémy /n vitro. zakladni zdroje informaci o replikaci DNA
* replikaci zajist’uji enzymy (DNA-dependentni DNA polymerdzy)
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DNA polymerdza katalyzuje tvorbu kovalentnich
(fosfodiesterovych) vazeb mezi nukleotidy

» zajist'uje vazbu deoxyribonukleotidu definovaného templdtem k 3°-OH skupiné
primerového retézce

* polymerace nové tvoreného retézce probihd ve sméru 5’ - 3’

* potrebnad energie je zajisténa uvolnénim pyrofosfdatu z dNTP

5’triphosphate
3"
HO e e —h + -
_f 1 pyrophosphate
3! 5! . 5f_t°~3!' 3! sf
primer S
incoming k  strand l direction of HO
deoxyribonucleoside chain growth
triphosphate template
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DNA polymerdza I

Prvni DNA polymerdza, kterou se podarilo izolovat (Arthur Kornberg, 1957;

Nobelova cena 1959)

5 end

NH

Direction
fo chain
extension

OH H
dTTP precursor

Zdroj: E. coli

Funkce: Kovalentni pripojovani nukleotidu k jiz
existujici DNA

Mechanismus pusobeni:

» kovalentni prodluzovani primeru ve sméru 5’ - 3’
* nukleofilni atak primerové hydroxylové skupiny na
vhitrni fosfor dNTP

* po odstépeni pyrofosfatu dojde k vytvoreni
kovalentni vazby mezi poslednim nukleotidem
primeru a prichdzejicim dNTP

» zajist'uje vazbu deoxyribonukleotidu
definovaného templdtem k 3" -OH skupiné
primerového retézce

* polymerace nové tvoreného retézce probihd ve
smeru 5’ - 3’

» potrebnd energie je zajisténa uvolnénim
pyrofosfdtu z dNTP




DNA polymeraza I ma nejen polymeracni,
ale také dvé nukleazové aktivity

Nukledza je enzym, ktery degraduje nukleové kyseliny
Exonukledza $tépi nukleové kyseliny od koncl
Endonukledza st$pi DNA ve vnitrnich mistech molekuly
DNA polymerdza I ma:

5° - 3" exonukledzovou aktivitu: §tépi DNA od 5" koncl (ve formé krdtkych
oligonukleotidi)

3" - 5" exonukledzovou aktivitu: odstépuje mononukleotidy od 3 koncti DNA




DNA polymerdza I:
5 ‘>3’ polymerazova aktivita

5' —® 3' polymerase activity
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DNA polymeraza I:
5 >3’ exonukleazova aktivita

5' —» 3' exonuclease activity
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DNA polymerdza I:
3 ‘5’ exonukleazova aktivita

3' —¥ 5' exonuclease activity
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DNA polymerazy

+ polymeradzy u £ coli
- replikace DNA: DNA polymerdza IIT a I
- reparace DNA: DNA polymerdza IT, IV a V

» polymerdzy u eukaryot

- replikace jaderné DNA: polymerdza a, 6 a/nebo €
- replikace mitochondrialni DNA: polymerdzay

- reparace DNA: polymerdza B, €, K, ¢, 4, and n

* vsechny tyto enzymy syntetizuji DNA ve smeru 5'- 3'
a pozaduji volnou 3'-OH skupinu na konci primeru




DNA polymerdza III je pravou
replikazou DNA u £. coli

Catalytic core of DNA polymerase lll

5'|

5!
3!

Two B-subunit
monomers

- podjednotkovy enzym (holoenzym)

- minimdlni jadro s enzymovou aktivitou
/in vitro obsahuje podjednotky a, €, ©

- podjednotka T zajist'uje dimerizaci
katalytického jadra

- podjednotka p tvori dimer, ktery Diirierof the B-subunitforms
brani predc asnému uvolnéni DNA pol z a sliding ring around the DNA molecule
templatu (nutné pro syntézu dlouhych

molekul)




Holoenzym DNA polymerazy III
E.coli ma komplexni strukturu

130,000




Kontrola presnosti replikace: DNA
polymerazy disponuji korektorskou funkci

» presnost kopirovani je prekvapivé vysoka: pouze 1 chyba na 107
kopirovanych nukleotidt

* vSechny ¢tyri bdze mohou tvorit tautomerni formy, které se pdruji
jinak nez je obvyklé (napr. C-A) ve frekvenci 1/10% nebo 1/10°

» malymi zménami geometrie sroubovice lze docilit tvorbu vodikovych
vazeb meziGa T

» pokud by DNA polymerdza neméla korektorskou (opravnou) funkci,
byly by do novych retézcti DNA Easto vélenény chybné nukleotidy a
dochdzelo by k hromadéni mutaci

» korektorskd funkce spocivd v kontrole konce pravé syntetizovaného
vldkna DNA, hleddni chyb a jejich opravé




Korektorska funkce DNA polymerdzy

Nékolik stupritl kontroly:
*prvni nastdva tésné pred pridanim nového nukleotidu k rostoucimu retézci:
- spravny nukleotid ma vyssi afinitu k DNA polymerdze nez nespravny,
protoZe sprdavné pdrovani je energeticky vyhodnéjsi
- po navdzdni nukleotidu na DNA polymerdzu, ale jesté pred jeho
kovalentnim pripojeni k retézci prochdzi DNA polymerdza konformacni

zménou ("stazeni prsti" kolem aktivniho mista), tato zména neprobihd
sprdvneé, pokud neni navdzany presné se pdrujici nukleotid
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Korektorska funkce DNA polymerdzy
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2. replikace DNA polymerazou se
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Take home message

» syntézu DNA katalyzuji enzymy - DNA polymerdzy

» vSechny DNA polymeradzy pozaduji primerové vldkno (které se
prodluzuje) a fempldatové viakno (které se kopiruje)

» vSechny DNA polymerazy striktné pozaduji volnou 3'-OH skupinu
na primerovém vldkné a syntéza veskeré DNA probiha vyhradné ve
smeru ' . 3

+ 3' > B’ exonukledzové aktivity DNA polymerdz maji korektorskou
funkci: kontroluji vznikajici vldkna a odstranuji chybné spdrované
nukleotidy na 3" koncich primerovych viaken




Rozpor: templatova vldkna jsou antiparalelni x
DNA polymerdza funguje pouze ve sméru 5" - 3°

Jak mize DNA rast ve sméru 3°-5"?

syntetizuje se ve sméru 5" -3" ale diskontinuitné: nejprve se tvori
kratké tzv. Okazakiho fragmenty (dlouhé 1000-2000 nukleotidu u
prokaryot, 100-200 nukleotidt u eukaryot)

Okazakiho fragmenty se ndsledné spoji

proto se rozliduje vedouci retézec syntetizovany prubézné a
opozd'ujici se retézec, syntetizovany prerusované

- R |eading strand

most recently
h % 5" _, synthesized
g 3 DNA

v

lagging strand with 3"
Okazaki fragments =




Rozpor: templatova vlakna jsou antiparalelni x
DNA polymeraza funguje pouze ve sméru 5" - 3°

Relatively low-resolution
techniques such as
autoradiography and Origin
electron microscopy show
that at the macromolecular
level both nascent DNA
chains are extended in the

same overall direction at - ~
each replication fork. 2 T
(a) " Moo
5
D
53‘|\\I 3
5 ;\»

DNA polymerase
DNA ligase

RN
5'3‘.‘}\
D

5
MHigh-resolution biochemical techniques such as pulse-
K Z labeling and density-gradient analysis show that

replication of the lagging strand is discontinuous—short
fragments are synthesized in the 5' — 3' direction and
subsequently joined by DNA ligase.




Zarezy v DNA kovalentné spojuje
DNA ligaza
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Iniciace replikace: RNA primery

DNA polymerdzy nesyntetizuji DNA de novo

» pouze prodluzuji jiz existujici Fetézec se sprdvné spdrovanym
nukleotidem disponujicim volnou 3° OH skupinou

* nemohou tvorit DNA "z niceho", ale potrebuji primer, ktery
prodluzuji

RNA polymerdzy

* méné presné, chyby jsou vice tolerovdny, protoze transkripty se
nedédi

* nedisponuji exonukledzovou korektorskou funkci

- mohou zacit tvorbu novych polynukleotidovych rfetézcl bez
primeru

+ jako primery pri replikaci DNA proto slouZi krdtké dseky RNA




Syntéza RNA primeru pri replikaci DNA

Vedouci vlakno (leading strand)

» postacuje jeden RNA primer na za¢atku
templdtu, replikace DNA pak probihd bez
preruseni

Opozd'ujici se vlakno (lagging strand)

» po dokonceni syntézy kazdého Okazakiho
fragmentu (1. po nékolika vterindch) se musi
syntetizovat dalsi RNA primer

» tvorbu RNA primerd zajist'uje DNA primdza
(DNA-dependentni RNA polymeraza),
schopnd spojit dva nukleozidtrifosfdty na
templatu DNA

» primdza syntetizuje kratky polynukleotid
(10-60 nukleotidl u prokaryot, cca 10
nukleotidl u eukaryot) ve sméru5”-3" a
vytvori potrebny substrdt pro DNA
polymerazu

.

5’ l J 3
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DNA primase

RNA primer
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Spojeni Okazakiho fragmentu

* DNA polymerdza prodluzuje RNA
primer a tvori nové vidkno DNA

» syntéza Okazakiho fragmentu na
opozd'ujicim se retézci DNA skonci,
jakmile DNA polymerdza narazi na RNA
primer predchoziho fragmentu

» pri vytvoreni celistvé struktury DNA
na femplatu opozd'ujiciho se retézce se
uplatiuji opravné mechanismy: RNA
primery odstrani a nahradi je DNA

» kovalentni spojeni 3° konce jednoho
fragmentu DNA s 5" koncem jiného
zajisti DNA ligdza

new RNA primer
RNA synthesis by DNA
primer primase
3/ I 5’ 3'<4mm 5’

51 I
lagging-
strand
template

3’ I 5’ 3’ —— 5

5’ 3’

3!

DNA polymerase adds to new
RNA primer to start new
Okazaki fragment

DNA polymerase finishes
DNA fragment

3' I N 5
5'0 3

old RNA primer erased
and replaced by DNA

3 e e 0 5’

5 i3’

joins new Okazaki fragment

nick sealing by DNA ligase
to the growing chain

3/ I 5’
5' 3’
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Odstranéni primeru

* RNA primery jsou odstranény
5”-3" exonukledzovou a
nahrazeny polymeracni aktivitou
DNA polymerazy I

*3” OH konec jednoho Okazakiho
fragmentu se spoji s 5’ P koncem
sousedniho Okazakiho fragmentu
DNA ligazou

Unwound

prereplicative

single strand
of DNA
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Funkce DNA ligazy

* DNA ligdza opravuje "zarezy" v cukr-fosfdtové kostre DNA, tj.
porusené fosfodiesterové vazby

* ATP se prechodné pripoji k volnému 5P

- uvolnénim AMP se obnovi kovalentni vazba v retézci

released




Rozvijeni dvousroubovice pred
replikacni vidlici

- podminka pdrovani prichdzejicich deoxyribonukleozidtrifosfati s
templdtem

» dvousroubovice je viak stabilni (pro denaturaci je potreba teplota blizka
teploté varu)

+ otevirdni dvousroubovice napomdhaji 2 typy replikaénich proteind:

- DNA helikazy
- proteiny vdzouci jednoretézcovou DNA

- DNA topoizomerazy

DNA helicase catalyzes the unwinding of the parental double helix.

DNA helicase = ATP > ADP




DNA helikdzy

* tvori Sestipodjednotkové vdlce, které
obklopuji jednoretézcovou DNA

» vdzou a hydrolyzuji ATP a diky tomu
se po jednoretézcové DNA pohybuji

» kdyZ narazi na oblast dvouretézcové
DNA, pokracuji ve svém pohybu,
pricemz odtladuji retézce
dvousroubovice od sebe

» existuji helikdzy pohybujici se ve
smeérub’-3"i3"-5’




Proteiny vdzouci jednoretézcovou DNA
(SSB proteiny)

- pevné se vazou ha jednoretézcové lseky DNA vzniklé plsobenim helikdz,
aniz by blokovaly bdze, které tak zlstdvaji k dispozici pro parovani

» pomdhaji helikazdm tim, ze stabilizuji jimi vytvorené jednoretézce

* brdni ndhodnému intramolekuldrnimu pdrovani (tvorbé vldsenek), které by
komplikovaly replikaci DNA

- ha DNA se vdZou kooperativnim zplsobem (vazba 1 monomeru stimuluje
vazbu druhého)

Single-strand DNA-binding (SSB) protein keeps the unwound strands in an extended
form for replication.

DNA polymerase

0Q
= b airpin
Q %Ow IS-ItrUt|::’tures

Single-stranded
prereplicative DNA
without SSB protein

Single-stranded
prereplicative DNA
coated with SSB protein




DNA topoizomerazy

» katalyzuji prechodné zdarezy v DNA bud’ v jednom (topoizomerdzy I) nebo
obou vlaknech (topoizomerdza IT)

* DNA se pred replikaéni vidli¢kou otdci diky rozvijeni sroubovice helikazami

* bez preruseni vldken DNA fopoizomerdzami by rozvijeni DNA vedlo k
tvorbé pozitivnich nadsroubovicovych zdviti

Without a swivel or axis of rotation, the unwinding process would

To unwind the template strands in E. coli, the DNA helix in front o it 4
produce positive supercoils in front of the replication forks.

of the replication fork must spin at 3000 rpm.

Rapid rotation of
the DNA helix
needed here

=~

Leading-strand
template _

DNA polymerase
on leading strand

Positive
supercoils

Newly synthesized
DNA chain




DNA
topoizomerdza I

» katalyzuje prechodné
zdrezy v jednom vldkné
DNA:

- kovalentni pripojeni
enzymu k jednomu z
fosfatl v DNA

- DNA se mize otoéit
kolem své osy

- obnoveni dvousroubovice

P ¥
One end of the DNA double helix cannot
rotate relative to the other end.

) PEPEPEPE PEPHP i
5'- P P Nl P Nl P Bl P Bl P Bl P - 3'
I
DNA topoisomerase |
covalently attaches
to a DNA phosphate,
thereby breaking a

phosphodiester linkage
in one DNA strand.

The original
phosphodiester bond

AR hi e starad The two ends of the DNA
in thg‘;:hosphot caEiie double helix can now rotate
linkage, makingy S relative to each other.
the reaction reversible. A
J L 1
1
I
p’P‘P'P_P-lP*p
\\ '—,’
‘91' E«o
Re-formation of the
phosphodiester bond

regenerates both the

DNA helix and the DNA
topoisomerase in an HO™
unchanged form.

x

f

|
) PEPEPHPHPEPEP .
5-P P P P P P p-3




Replikacni aparat €. coli - shrnuti

Topoisomerase

Helicase
\ —_—DnaB-DnaC

Single-strand
complex

DNA-binding (SSB) protein

Brimase Primosome
Primer
5
DNA polymerase 1| %
holoenzyme "
-
rNMP
A o
7\
-
EAS
DNA polymerase | . ‘
4
Ligase -~ %
o
+ 5' Leading Lagging 3'

strand strand




Prubéh replikace DNA v £.coli

* v oriCse tvori replikacni bublina
diky interakci se specifickymi
proteiny (tzv. prepriming proteins) -
vznika iniciacni komplex

* po pripojeni DNA helikdzy, SSB
proteinu a DNA gyrdzy (forma DNA
topoizomerdzy II) k iniciaénimu
komplexu vznika replikacni vidlice

oriC
A
' 13-bp repeats 9-bp repeats

£ S /7 \\
VNN INININININININ V'

oYk,
DnaA protein binds to

the four 9-bp repeatsin oriC, DnaA protein

oTE,
Additional molecules of DnaA protein
bind cooperatively, forming a complex
with oriC wrapped on the surface. v

DnaA protein
complex

e, Strand separation begins at 13-bp repeats

o DnaB protein (DNA helicase) and DnaC
protein join the initiation complex and
produce a replication bubble.

Replication
bubble

DnaC protein




Prubéh replikace DNA v £.coli

- v replika¢ni vidlici dojde k iniciaci replikace ptisobenim DNA primazy, kterd
katalyzuje syntézu RNA primerd

- iniciaci Okazakiho fragmentl zajist'uje proteinovy komplex, tzv. primozom
(obsahuje DNA primdzu a helikdzu)

* RNA primery prodluzuje DNA polymerdza ITI

- DNA topoizomerdzy vytvdreji v DNA prechodné zdrezy, aby se DNA
nesmotavala

+ proteiny vdazouci jednoretézce (SSB) pokryvaji rozvinutou DNA
* RNA primery jsou nahrazeny DNA plsobenim DNA polymerdzy I
- jednoretézcové zarezy jsou odstranény DNA ligdzou

- obnovi se slozeni DNA (negativni nadsroubovicové vinuti) pusobenim DNA
gyrazy




Replizom £.coli

dplny replikaéni apardt, ktery se pohybuje podél molekluly DNA v
replikacni vidlici

DNA polymeraselll,
replicating the leading strand
continuously

Si“gIE‘Strand 5 3' T TRT R B Smelt
DNA-binding 47 Dt \ o
H R — k 1. ’l

A

o
5 IR
Ty

.-t

DNA helicase Pri
DNA primase riemene

‘f O\ 5

.1' N > RNA primer
4 T

. _ DNA polymerase lll, A

replicating the lagging strand \ e 3'
discontinuously -

New Okazaki fragment Older Okazaki fragment




Replikace DNA otacivou kruznici

- pouzivand viry pro duplikaci svych genomu
* bakteriemi pro prenos DNA z donora do recipienta

» obojzivelniky pri amplifikaci extrachromozomadlnich DNA nesoucich geny pro
rRNA

Princip
* mechanismus replikace kruhovych molekulu DNA

- jedno parentdlni kruhové vldkno zlstdvd intaktni a otdci se a zdroven slouzi
jako templdt pro syntézu nového komplementarniho vidkna




Replikace DNA otacivou kruznici

Circular parental DNA
double helix

+ iniciace: sekvencné specificka
endonukledza stépi jedno vlidkno DNA v
meTé OI"I 1 ﬁ‘Sequence-speciﬁcendonuclease

produces a nick at the origin.
* neporusené templdatové vlakno se otdci
kolem své osy a zdrover se vytésfiuje e
5" konec z kruhové struktury | 6 'the 5 ® endis isplaced,and

covalent extension begins at 3'-OH.

* kovalentni prodluZovani nastdva v od Templste
’ v, Vv / / strand
3" OH konce nastépeného vlakna N s-on

-— Origin of replication

5@
P
* replikace DNA je dplnd pri otdcce °Il“’,f.'.iﬁ‘:i?{h‘iz‘;'.i‘.:?:""“.?;"“"““" .
templdtuo 360 | o

- mohou vznikat DNA dvou typi: @

- jednoretézcovd kruhovd (po stépeni
linedrni DNA v oblasti ori a ndsledné

61€,s ‘,1 Eq
o Double-stranded progeny DNA is

produced by discontinuous synthesis of

Single-stranded

cirkularizaci) o ki eyl e
o o , , cleavage and by cleavage. and recircularization.
- dvourleTezcova krluhova (SSDNA Se recircularization. Okazaki fragments

pouzije pro syntézu dsDNA, kterd se N
cirkularizuje) O ©




Replikace eukaryotickych chromozomu

Origin Terminus

» z4kladni principy platné stejné jako u S

T (o) T (o] T
prokaryot
l ‘Joe‘olnitiation of replication
at one origin.
o T T
Odlisnosti od prokaryot: —

o1k,
o Bidirectional replication
at one origin; initiation at

* RNA primery a Okazakiho fragmenty

jsou kratsi o od%

» syntéza DNA probihd jen v uréité fazi S : —

bunéé ného CYkIU (S f(iZl ) l %séfliitriic::osta;:;plication

+ pritomnost mnoha poédtk replikace o temintarereached

(ori) - radove 10 000 — —
o T o

+ vice typt DNA polymeradz

Diagrammatic interpretation of the replication of the DNA
molecules visualized in (a) and (b).




Slozky eukaryotického replizomu

Replication factor C

PCNA (="clamp")

DNA polymerase &

Replication protein A
e AP, | .‘ / /Helicase Topoisomerase
Continuous synthe5|s/ ' e —— ; 'r S5’
of the leading strand ' " Lo 3"

Discontinuous synthesis

"Z—RNA primer
of the lagging srand

p—————

Y
feeesses.® '

DNA primase

h, Ribonuclease H1
' Ribonuclease FEN-1

‘ \
¥ I_'/ i
L)
/]
/
‘\_ ¢
¥/ //a
¥

Okazaki \_ 2
fragment

— DNA polymerase a

RNA primer

AN

sl
3!




Slozky eukaryotického replizomu

* rozvijeni Sroubovice vyzaduje aktivitu DNA helikdzy a DNA fopoizomerdzy

* rozvinuté retézce se obklopuji proteinem vdZoucim jednoretézce -
Replikacnim proteinem A (Rp-A)

Replication factor C
PCNA (="clamp'

DNA polymeyase 3

Continuous synthesis
of the leading strand

Discontinuous synthesis
of the lagging srand

RNA primer

Okazaki

s
fragment

3'




Slozky eukaryotického replizomu

- replikace se U¢astni 3 rizné DNA polymerdzy: Pol a, Pol 3 a Pol €

» alesponi dvé (a moznad viechny 3) DNA polymerdzy se vyskytuji v jednom
replizomu

Replication factor C

PCNA (="clamp")

DNA polymerase 8

Replication protein A
Helicase Topoisomerase

Continuous synthesis
of the leading strand

Discontinuous synthesis
of the lagging srand

RNA primer ' . Ribonuclease FEN-1

Okazaki

AL '/‘ 5'
fragment -

3'




Korektorska funkce eukaryotickych
DNA polymeraz

DNA polymerdzy & a € — maji 3" -5" exonukledzovou aktivitu pro
opravy syntetizované DNA, ale nemaji 5" -3" exonukledzovou
aktivitu pro odstranéni RNA primer

RNA primery odstrafiuji samostatné enzymy: ribonukledza HI a
ribonukledza FENI1

mezery zapliuje Pol & a zdrezy DNA ligdza




Duplikace nukleozomu v replikacnich
vidlicich

EM: nukleozomy si udrzuji svou strukturu i vzdjemnou vzdadlenost na
obou strandch replika¢ni vidlicky

Nucleosome spacing in replicating chromat

plication .for‘ks &

o4y

* nukleozomy se rozklddaji a zase rychle sklddaji, aby umoznily
duplikaci DNA

* histony se syntetizuji preferencné béhem S fdze




Rozklad a sestaveni nukleozomid béhem
replikace DNA

Ulast specifickych protein:

Nap-1 (nucleosome assembly factor 1): zajidt'uje pfenos histonl z mista
jejich syntézy v cytoplazmé do jadra

CAF-1 (chromatin assembly factor 1): zajist'uje prenos histonl do sprdavnych
mist na chromozomech, kde maji vytvorit nukleozomy, vaze se na PCNA

Nucleosome assembly during chromosome replication.

Nucleosome assembly protein-1 ~—
(Nap-1) 0

Cytoplasm \

Nucleus

Parental

nucleosome
nucleosomes  Newly assembled

nucleosomes




Replikace koncl chromozomu: telomeraza

DNA polymerdzy nedokdzou replikovat posledni segment
opozd'ujicicho se vidkna DNA linedrniho chromozomu

The telomere lagging-strand primer problem.

Centromere
proximal end Distal end

No 3'-OH for
covalent extension

- pridani koncovych Usek (telomer) zajist'uje specidlni mechanizmus,
ktery je zaloZzen na aktivité enzymu telomerdzy




Telomerase resolves the terminal primer problem.

_Parental strand .

||| ARTCCC '-:;?- Incomplete, newly synthesized lagging strand

o€,
o Telomerase binds.

1
llllllllllllllllllll 3

111} ARTCCC “AAUCCCAAU
5 ; :

1 Eq 3y

o Telomerase :
extends 3' end y
(RNA-templated --
DNA synthesis).

Telomerase

Bound RNA
template

--------------------------

T P praceerTaGecPFAGGETTAGGGTTA
11111]]AATCCC ARUCCCAAU

5

olEs ]
o Translocation

||| |AATCCC
5I

olEy
Repeat extension
and translocation
several times;
release telomerase.

.............................
AATCCC
Ll

DL
Completion of the complementary strand
by DNA polymerase (DNA-templated
DNA synthesis).

WIII

TTAGGGTTAGGG
cce

SRR e S SR L o

|| | AAT

5|

RNA primer
- ———

DNA polymerase

Telomeraza resi problém
replikace koncu chromozomu

zabrafiuje zkracovdni koncl
chromozomi béhem kazdého
replikacniho cyklu

obsahuje RNA

vdze se na 3" precnivajici konec a
prodluzuje jej ve sméru 5’ -

3’ pridanim nékolika telomerovych
sekvenci

telomerdzova RNA slouzi jako
primer pro DNA polymerdzu, ktera
zajisti syntézu komplementdrniho
vldkna




Délka telomer a starnuti

veétsina somatickych bunék nemad telomerdzovou aktivitu (na
rozdil od bunék pohlavnich) - telomery se postupné zkracuji
lidské somatické buriky péstované v kulture projdou jen
omezenym poCtem déleni (20 - 70 generact) - pak nastane
stdrnuti a smrt

koreluje délka telomer a pocet bunéénych déleni
predchdzejicich starnuti a smrt

vzacne se stane, Zze somatické buriky za¢nou v kulture
neomezené proliferovat (=rist a délit se): na rozdil od svych
predchidcl maji telomerdzovou aktivitu

analogie - nddorové bunky: snaha o potlaceni zvysené aktivity
telomerdzy




Progerie

dédi¢nd onemocnéni typicka
pred¢asnym starnutim (napr.
Hutchinson-Gilfordiv syndrom,
Werneriv syndrom)

priznaky - predc¢asna plesatost,
vrdscitost, apod) se objevuji
kratce po narozeni

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

v obou pripadech jsou v
somatickych burikdch zkrdceny
telomery a tyto buriky maji v
kulture snizenou proliferacéni
schopnost

Patndctilety pacient postiZzeny progerii




Take home message

velké molekuly DNA eukaryotickych chromozomt
se replikuji obousmérné z pocatku replikace,
kterych je v chromozomech velky pocCet

v kazdé replikacni vidlici eukaryot jsou alespon
dvé DNA polymeradzy (a, 6, a/nebo €)

telomery jsou specifické koncové sekvence na
koncich chromozomi, které se ke konctim
chromozom pripojuji telomerdzou




