Replikace nukleovych kyselin

Replikace = tvorba replik (kopii) molekul nukleovych
kyselin zajistujici prenos geneticke informace z DNA
do DNA nebo RNA do RNA

(z materske molekuly se vytvareji dve identicke mole-
kuly dcerine)



Charakteristické rysy replikace
dvouretézcove DNA

1. Probiha semikonzervativnim zpusobem
2. Probiha semidiskontinualne

Replikon = oblast nukleové kyseliny, ktera se replikuje z
jednoho patatku replikace (ori)



Tri mozZné zpusoby replikace DNA
Semikonzervativni Konzervativni Disperzni

Rodicovska DNA

DNA po prvni
replikaci

DNA po druhé
generaci




Semikonzervativni zpusob replikace dsDNA

Materskeé @
retézce

novy retézec

novy retézec

Replisom
(protein)

g i Replikacni vidlice

(DNA + proteiny)

matersky retézec



Dukaz semikonzervativni replikace DNA

(Meselson a Stahl 1958)

€ E.coli cells are grown on 1°N for several generations.

DNA is extracted and
analyzed by CsCl density
gradient centrifugation.

e Cells are then transferred to medium containing
14N for one generation.

A
f

DNA is extracted
and analyzed.

e For two generations.

DNA is extracted
and analyzed.

DNA is extracted
and analyzed.
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Semidiskontinualni syntéza rétézcu pri replikaci

Vedouci retézec
- syntetizuje se kontinualné

Opozd'ujici se retézec
- syntetizuje se diskontinualné

Sner pohybu replikani
vidlice

v

]
Eit!_
B
]
i

& a'
Parenta
DNA



Predpoklady a pozadavky pro replikaci
nukleovych kyselin

Templat (matricovy retézec) = materska molekula

Primer = kratky oligoribonukleotid s volnym 3" OH
koncem (volna 3 OH skupina nukleoltidu)

Enzymy katalyzujici pripojovani nukleotidu
(polymeraza, primaza, ligaza)

Nukleotidy (dNTP)

ATCCGTGCTGCTTGCTTGAATACC
5" UAGGCACGA-3'OH = = =—»

e \

RNA-primer noveé syntetizovanyretézec



Smér syntézy

Syntéza DNA pri procesu replikace polynukleotidoveho fretézce

51

5'- fosfatovy konec
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Rostouci fetézec
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deoxyribonukleosidtrifosfat vstupujici do reakce

s 2p

Napojujici se nukleozidtrifosfat

dNTP

Y >=baze



Enzymy kooperujici pri replikaci a jejich funkce

w

DNA-polymerazy a DNA-primaza: katalyzuji
polymerizace NTP

DNA-helikazy, DNA-topoizomerazy: odstranéni
helikalniho vinuti dsDNA otevreni DNA-helixu

SSB - proteiny: stabilizace jednoretézcu

Iniciatorove proteiny: vazbou na ori katalyzuji
vytvoreni replikaéni vidlice

Pocatek replikace = ori
specificka sekvence na DNA (dnaA box)



TABLE 5.01 Proteins Involved in DNA Replication in E. coli

Protein Gene Function
DnaA dnaA Initiation of chromosome division; binds to the origin
replication
Helicase dnoB Unwinds the double helix
DnaC dnaC Loading of DNA helicase
SSB ssb Single strand binding protein
Primase dnaG Synthesis of RNA primers
RNase H rnhA Partial removal of RNA primers
Pol | polA Polymerase |; fills gaps between Okazaki fragments
Polymerase Il DNA polymerase Il holoenzyme
o dnaE strand elongation
£ dna@ kinetic proof-reading
0 holE unknown; part of core enzyme
B dnaN sliding clamp
1 dnaX dimerization of core enzyme
v dnaX loading of sliding clamp
3 holA loading of sliding clamp
& holB loading of sliding clamp
X holC loading of sliding clamp
v holD loading of sliding clamp
DNA Ligase lig Seals nicks in lagging strand
DNA Gyrase Introduces negative supercoils
o gyrA Makes and seals double strand breaks in DNA
B gyrB ATP-using subunit
Topoisomerase IV Decatenation
A parC Makes and seals double strand breaks in DNA

B \ parE ATP-using subunit




Charakteristika aktivit DNA-polymeraz

DNA-dependentni-DNA-polymerazy

Polymerizace nukleotidu ve sméru 5°-3°
Odstépovani nukleotidu

5°-3 exonukleazova aktivita

3" -5 exonukleazova aktivita

Odbouravani DNA (exonukleazova aktivita)

b) a)

Polymerizace DNA

11



L oA
katalytické
jadro

dimer
DNA-polymerazy Il &
(Pol III*)

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

holoenzym
DNA-polymerazy lli

Obr. 128
Sestavovani holoenzymu
DNA-polymerazy lll

o-monomer, ktery katalyzuje poly-
meraci. Monomer o se vyznacuje jiz
slabou polymeraéni aktivitou o rych-
losti polymerace 8 nukleotidi/s. Ne-
ma vSak exonukledzovou aktivitu;
€-monomer vyznacujici se fER-exo-
nukleazovou aktivitou;

6-monomer, ktery stimuluje uéinek
g-exonukleaz;

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

d'-monomer stimuluje u¢inek mono-
meru [3;

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




strand R)

_AAA AAAIAAA*

rare tautornenc form of ¢ (g»
happens 10 base-pair with A
andis thereby incorporated by
DNA polymerase into the
primer strand

template
strand

TTAAA AAAAAAT

normal cytosine (C) destroys it

rapid tautomeric shift of C*to
base-pairing with A

_HPHPEPEPHPRPEPNPN
AAA AA A‘ A A A
\ unpaired 3!-OH end of primer

blocks funlper elongation of
primer strand by DNA
po!vmerase

_AAAAAAAAA"

3'-to-5' exonuclease activity
FI=OH attached to DNA polymerase
chews back to create a base-
paired 3'-OH end on the primer
strand

T Ml
@.9:6.!

" WX (PRPEPN _
A A A A A A AAA
DNA polymerase contmues
the process of adding _

nucleotides to the base-paired

3'-OH end of the primer strand

A A A A KA KA A

Korektorska aktivita
DNA-polymerazy

3'— 5  exonukleazova aktivita

pocet chybné zarazenych
nukleotidu = 1/107

vysledny pocet chybnych
bazi = 1/10°
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ProcC je DNA syntetizovana jen ve smeéeru

Makroergni vazby

5' -konec vytvofeny 5 3 3'-konec vytvoreny
po odstranéni *. Z e = 7 po odstranéni
jednoho nukleotidu™ Q&A@%@ﬁ@iﬁ jednoho nukleotidu
opravnym pochodem I [ ] I opravhym pochodem

spravny spravny
deoxyribonukleosidtrifosfat deoxyribonukleosidtrifosfat
vstupujici do reakce vstupujici do reakce

5' 3'

Reakce neprobiha, protoie Makroergni vazba je rozitépena,
neni k dispozici makroergni &imZ se ziska energie
vazba, ktera by se stépila pro polymeraci

14



DNA-ligazy
53°
/
}

® DNA-ligaza (ATP)
OATP + dNMP_, + dNMP,_ = AMP + PP__
+dNMP_ ,
® DNA-ligaza (NADY)
ONAD* + dNMP, + dNMP_. = AMP + nAMN
+ ANMP

n+m



Dvousmeérna replikace kruznicoveé
chromozomoveé dsDNA prokaryot

rodicovska

dsDNA

Misto ter (terminator replikace) -



Asymetrie replikacni vidlice

— 55 °" - 5
el éi"’“s' opozd'ujici se retézec R,
5' 3
%-m opozdujici se fetézec -;;M@
o~ vedouci fetézec . 53
e, 5. . 5. -
wﬂs, g:ﬂ(w: -

Syntéza vedouciho a opozd’ujiciho se retézce
pfi replikaci bakterialniho chromozomu

17



Struktura pocatku replikace (oriC) u E. coli

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

AT

= neopakujici se sekvence

GATCTNTTNTTTT TTATNCANA

S I — || I N 0Ol
" opakované sekvence 4 opakovane SEFWGFICE o2
*«_0 13 nukleotidech 0 9 nukleotidech, .
S mista vazby

e v 3 #
iniciacniho proteinu_.*
,

oriC
(245 hp)

Minireplikon



Predprimerova faze replikace DNA v oriC u E. coli

oriC
A
opakované sekvence 13 bp opakované sekvence'9 bp
PUNINININUNINTNINENT N '

o,
o Protein DnaA se vaze

na Ctyfi opakované protein DnaA

sekvence 9 bp v misté oriC. Y
*_RO{_

Kooperativni vazbou dalSich

molekul proteinu DnaA

vznika komplex

s mistem oriC na svém povrchu. Y

komplex
proteinu DnaA

oddéleni vlaken zacina v opakovanych sekvencich 13 bp
%Rof
© Protein DnaB (DNA-helikéza)
a DnaC se pripojuji
k iniciatnimu komplexu
a vytvareji replikacni bublinu.

protein DnaB
(DNA-helikaza)

replikacni
bublina

protein DnaC

19



Fungovani proteina DnaA, DnaB a DnaC (i iniciaci replikace v oriC

DnaA se vaze na&tyri 9

bp repetice DNA se ohyba a z#ina se rozmotavat v mist

tii 13 bp repetici — zde se pak vazou DnaB a
DnaC, coz vede k vysnéni DnaA a rozmota
se cela oblast bohata na AT pary. DnaB
(helikaza) vytvari dvé replikaéni vidlice —
kazdou v jednom snéru

20



oriC

A
op'akované sekvence 13 bp opakované sekvence'd bp

P T
DONINONONENININEN TN NG
wRo
ofProtein DnaA se vaze
na ¢tyfi opakované protein DnaA

sekvence 9 bp v misté oriC.

*_RO_{_
Kooperativni vazbou dalSich
molekul proteinu DnaA
vznika komplex

s mistem oriC na svém povrchu.

komplex
proteinu DnaA

oddéleni viaken zacdina v opakovanych sekvencich 13 bp
%_RQf_
© Protein DnaB (DNA-helikaza)
a DnaC se pfipojujf
k iniciatnimu komplexu
a vytvareji replikacni bublinu.

protein DnaB
(DNA-helikaza)

replikacni
bublina
protein DnaC

21



Iniciace replikace DNA prostrednictvim RNA-primeru

RNA-primer

templatové
vlakno DNA

DNA primaza

g .-

22



Prubéh syntézy primeru DNA-primazou

® DNA retezec uvolnény z materske
molekuly s navazanymi SSB proteiny

W P s ® Vyteésneni SSB proteinem PriA - tento
“ protein pak navodi napojeni primazy
(DnaG)
o s ® Vazba DNA-primazy

® Syntéza 11-12 nt RNA primeru

C) PRIMASE MAKES SHORT RNA PRIMER

Prim

23



Syntéza Okazakiho fragmentu a proces jejich spojovani
postupnym pusobenim enzymu:

1. DNA-polymerazy
2. Nukleazy
3. Ligazy

primaza katalyzuje
RNA- syntézu novych
primer  RNA-primer(

"

templéat pro I DNA-polymeraza pfidava

vaznouci nukleotidy k RNA-primeru
fetézec a zahajuje tvorbu dal$iho
DNA- fragmentu

3'5'3' 5"

5 RN 3"

DNA-polymeraza dokondéuje
syntézu DNA-fragmentu

K D E— | CE—— By
5! _:.:Z'E'I'..-'::"::'f:.-:.:'.‘"1_-_:..._I.:I-h-:"""."."_-E'-'f':"'":'-'-!".:i:."'.‘-':-".-_-,'E'.:-".""1-_'-5'.-".'"'."-"'-'-:.:_'j"I"'-'-_'.".:',‘-"I".-'-Z-.;-'-"-::::-:"-".':-f:;‘::--:::‘.;-"'-'::.".:-.-.-:.':':' "

stary RNA-primer
je vymazan a nahrazen DNA

J ISR BT e 5
B TR 3

a pfipojuje novy DNA-fragment

DNA-ligaza rusi mezeru
k rostoucimu Fetézci

R —m—— e Y
L e e 1 24

5




Tri kroky pri spojovani Okazakiho fragmentu

® Nove nasyntetizovany retezec
tvoreny Okazakiho fragmenty

® Vazba Pol | a odbourani RNA-
primeru

® Spojeni mezery v DNA-ligazou

25



‘ 5\. sviraci DNA-polymeraza
nové syntetizovany ’\_ protein na vedoucim Fetézci
Fetézec ’\.

%H*'

VEDOUCI e\t
RETEZEC \
rodi¢ovska
DNA
NN ENY,
opozdujici se fetézec DNA-helikéaza
RNA-primer
' . primaza
novy Okazakiho fragment
ﬁt,. > o s -
et vazebny protein ssb

pro jednoduchy fFetézec

templat pro opozdujici se retézec

DNA-polymeraza na vaznoucim fetézci
(prave dokoncuje syntézu Okazakiho fragmentu)



Relativni poloha podjednotek DNA polymerazy lll v
replikacni vidlici

rri’ ® dve podjednotky Pollll
e funguji spolecne
¥ = Smér pohybu Pollll

~ ® pokud by DNA nevy-
tvorila ohyb, podjed-
notky by se oddelily

Smér syntézy DNA

® ohyb DNA umozni

_ r podjednotkam zustat
—>» Smér pohromadé

: pohybu

Pollll



Prubéh syntézy novychretézca DNA DNA-polymerazou

templat vedouciho Fetézce

nové syntetizovany fetézec

DNA-polymeraza rodi¢ovska
na vedoucim retézci DNA

'-"/\\/ n
(\i\ ~ fﬁ?{:}m
- [~
vazebny ) e ST o
protein pro . DNA-helikaza
1e?£oduch? . ‘ ‘_ o NPT o templat
retezec / & Z "\ \ vaznouciho fetézce
RNA- AN
rimer p
P ~ %
DNA-polymeraza . \ ) ,\
Okazakiho na vaznoucim Fetézci nove i !
fragment pravé dokonéuje syntetizovany
Okazakiho fragment reteézec
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Syntéza vedouciho retézce a Okazakiho
fragmentu

5' 3
Soubézna syntéza ve sméru 5" -3 vedouciho
retézce a Okazakiho fragmentu.
3\\5 3 25
5

3l
vedouci retézec
\‘..\ 5
hotovy
- Okazakiho fragment
’{3}
. RNA-primer syntetizovany
dimer DNA-polymerazy Il pravé primazou.
DNA-primaza

helikaza (DnaB-protein)
5' 3

Pro zjednoduseni neni zakreslena B-svorka a y-komplex

29



Uloha podjednotek gama a beta pfi replikaci

Naklada 3 -svorku na
dvouretézcovy usek sloZeny

z RNA-primeru a matricového
DNA-retézce a rozeznava

Y -komplex

5'

. a-podjednotka
DNA-polymerazy lli

B -svorka

prodluzovany Stabilizuje
vedouci retézec dvouretézcovou strukturu
a hlavné zvysuje procesivitu
DNA-polymerazy Il .
matricovy
DNA-retézec

30



Nakladani DNA polymerazy na opozd'ujici
se retezec

previously synthesized
— DNA polymerase  Okazaki fragment

5! 3’

lagging-strand
DNA template

STALLING OF DNA POLYMERASE
TRIGGERS ITS RELEASE FROM CLAMP

ADP NEW CLAMP ASSEMBLED
WITH POLYMERASE AT
+(P) NEXT RNA PRIMER

31




Globalni pohled na prubéh replikace dsDNA

5 Ol 3

prodluzovani
vedouciho retezce

Veg,
OU N~
(o f’eté'zec (polymerace

smeér pohybu enzymu
pr imozom

DNA-ligaza @ DNA-polymeraza | DNA-polymeraza lll 3’
v
hotovy
hotovy RNA-primer
\‘/0 Okazakiho fragment
‘/‘ Odbouravani primeru prodluzujici se
z jeho 5°'-konce. Okazakiho fragment

Pridavani nukleotidi
k 3'-konci Okazakiho
Spojeni fragmentu.
Okazakiho fragmentu.

5’

32



Terminace replikace bakterialniho chromozomu

o Ter - mista (23 bp) spolu
g bl s Tus-proteinem brani

‘o
@ﬁ ) pohybu helikazy a zas-
i ﬁ tavuji pohyb vidlice
$ ‘*“%%

11 x GATC 8
|
metylace %,

g.—

o,

L
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Zjednodusené schéma bunécného cyklu zduraznujici
pocet molekul dsDNA v chromozomech v jeho ruznych
fazich

V M-fazi probéhne mitéza.

O = burnka

“ a H = 2 molekuly
dsDNA. Kazda je
v jiném chromo-

V G,- fazi se burika
pripravuje k déleni.
KazZzda molekula
dsDNA se nachézi
v navzdjem jesté
neoddélenych
chromatidéch.
Teprve v anafazi
se sesterské chro-
matidy oddéli v ne-
zavislé chromozo-
my.

oéet molekul dsDNA se
v kaZdém chromozomu

zdvojnésobi.

Bunéény cyklus savéi buriky
s generacni dobou 16 hod.

34



Struktura chromozomu béhem déeleni bunky

INTERFAZE MITOZA INTERFAZE
1 [ | | |
telomera
replikacni
pocatek
.+

centromera

¢ast ity

e Chromatinova mitotického duplikovans

bublina doména = replikon vetenka chromosomy

v oddélenych bunkach



Pocet pocatku replikace u riznych organismu

Organismus Pocet replikont Velikost replikont Rychlost pohybu vidlice

(E. coli) 1 4200 kb " 50 000 bp/min
(S. cerevisiae) 500 40 kb 3 600 bp/min
(D. melanogaster) 3 500 40 kb < 2600 bp/min
(X. laevis) 15 000 200 kb 500 bp/min
(M. musculus) 25 000 150 kb . 2200 bp/min
(V. faba) 35 000 300 kb

Rozdily v rychlosti syntézy

36



Slozky bakterialniho a eukaryotického replizomu

Slozka replizomu U bakterii U eukaryot
Replikativni Holoenzym pollII’ polo/priméza
polymeraza v komplexu s pol &

Faktor zvysujici
procesivitu B-svorka PCNA

replikativni polymera-
zy
Faktor
nakladajici y-komplex RFC
B-svorku (PCNA)
Primaza jen DNA-primaza komplex polo/primaza
(DnaG-protein)
Helikaza DnaB-protein, n-protein ?
Odstranéni primeru DNA-polymeraza | exonukleaza MF1
Oprava opozd’ujiciho | DNA-polymerazala | Komplex pol 8/pol ¢ ?
se Fetézce DNA-ligaza a DNA-ligdza
DNA-topoizomeraza Il (gyraza) II
Proteiny vazajici se na replikaéni protein A
jednoretézcové useky SSB-proteiny (RP-A) nebo lidsky SSB

DNA (HSSB) 37




Eukaryotické DNA-polymerazy

a Syntéza Okazakiho fragmentu, 3 -5 exonukleaza

B Syntéza kratkych retézcu pri reparaci DNA

v Syntéza mitochondriove DNA

0 Syntéza vedouciho retézce a dokonceni syntezy
opozd'ujiciho se retézce 3 -5 exonukleaza

e Neznama funkce

38



Prehled vlastnosti a funkci eukaryotlckych

DNA-polymeraz

Proliferac¢ni bunéény

polM

 Umistni |

antigen (proliferating
cell nuclear antigen, |

PCNA)
~ B-svorka

v jadfe v jadfe v mito- v jadfe v jadie
SRR chondriich
: ‘- Polet - ‘
. ‘.podjednu-' 4 1 2 2 >1
4 + + + + +
- aktivita
Exonukles-
zova aktivi- - + + +
Primiza \\ - - -
SdruZené Zadny Zadny Zadn PCNA Zadny
faktory
R vysoka
Procesivita | mirna nizka vysoka |vesdruZeni| vysoka
s PCNA
syntéza
prodluzuji-
zadatek katalyza | ciho se
syntézy oprava replikace | Tetézce
Funkee | Okazakiho | podkozené | v mito- |adokonle-| neznimai
fragmentd DNA | chondriich | ni syntézy
primery Okazakiho
fragment®
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Struktura pocatku replikace u kvasinek

Soubor proteint = ORIZOM

transkripéni proteiny rozeznavajici transkripéni
faktory pocatek replikace (ori) faktory
e !
BB OBE R
sekvence sekvence,
potrebna na niz se
k odvijeni zahajuje
DNA odvijeni DNA

vazebné misto
pro franskripéni
faktory

vazebné misto
pro transkripéni

rozeznavaci sekvence
pocatku replikace

faktory

1. Vazba inciaénich
proteind na sekvenci ore
(helikaza, polymeraza
atp)

2. Vazba transkripénich
faktorud a jejich
interakce s proteiny v
misté ORE

3. Iniciace replikace,
rozmotani DNA v misté
DUE

Ruzné transkripéni
faktory aktivuji rizné
pocatky replikace

Pred zahajenim replikace se pobliz gatku replikace navaze
RLF (replication licensing factor), ktery je po zahageni replikace 20

odstranén: koordinace iniciace mnoha ori



Iniciace replikace u eukaryot - rozdily oproti
bakteriim

A)
RNA

primer

a) Primaza syntetizuje RNA-primer,
Eoté,se vaze DNA polymeraza «o,
W— tera nasyntetizuje iDNA
DNA (iniciatorova DNA).

RFC slouzi u eukaryot k nakladani PCNA

B) podobrt jakoy komplex k nakladani beta-
T svorky uE. coli
| — . b) RFCnaseda na iDNA
C)
o —— s ¢) RFCnapomaha navéazat DNA-
Sliding camp ¥ polymerazu 6 a PCNA protein
PCNA (trimer)
D)
. d) DNA-polymeraza & pak

prodluzuje novy retézec DNA

41



Zakladni slozky replizomu eukaryot

replikacni faktor C
PCNA (= ,svorka®)

DNA- polymerazaES €?
replikacni protein A
hellkaza / topoizomeraza

5l

3|

l’ W)
o) ww r , 5‘ DtV h' AL 'I' I,f |,‘
prubézna syntéza I

vedouciho vlakna

pferuSovana syntéza
opozdujiciho se viakna

RNA-primer \ ribonukleéza FEN-1

Okazakiho "\,
fragment ;
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Schéma replikacni vidlice eukaryoticke

jaderné DNA

nové
nukleozomy

staré
nukleozomy

Staré a nové nukleozomy se na matri-
covych a podle nich syntetizovanych
komplementarnich retezcich rozdeluji
nahodné

Na obrazku je pro jednoduchost sché-
matického vyjadreni nukleozom zna-
zornén jako tetramer histond. Ve sku-
tecnosti vsak jde o oktamer.

nukleozom
Nukleozomy se rekonstituce
rozpadaji pri nukleozomtl
replikaci.

nové histony v

staré histony

z&soba ..
histont ... ® o

Ceo
S%ece

e ©
0\

()

o®
®®
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Sestavovani nukleozom béhem replikace

sestavovani nukleozomi béhem replikace chromozomu

nukleozomovy sestavovaci protein-1~__

Nap1) g L transport histona z cytoplazmy do jadra
cytoplazma )
jadro O
5 I giig;;% chromatinovy(éisgﬂl)oiaci faktor-1
’ @@»mf’ poNA transport histonua k
N @ / mistu replikace DNA

B]F\f\f/ g b T |
9. . D-...

: rodicovsky
nukleozom

Vo n 0NN
) ANV IS A QOUOTOVOTOTON
y

zrale VS
nukleozomy nové sestavené
nukleozomy

(b)
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Problém doreplikovani 3 “"koncu linearnich
chromozomu

problém s primerem pro telomery na opozdujicim se vlakné

konec sméfujici

k centromere vzdaleny konec telomera
5 sumnnuns ‘ ) e 3
3| ; BBt EEEEEEEEEN 5,
Vv \ '

Okazakiho fragment  RNA-primer je odbouran
Potencialng

' 3 %, nedoreplikovany
3" mmne 5 “»"  3’konec

5' ENNENEEN

)

3'-OH skupina neni k dispozici
pro kovalentni prodlouzeni

(a) 45



Struktura telomerazy

remainder of

telomerase RNA telomerase protein

“fingers”

region of
telomerase RNA
used as template

dlan”
“palm” - active site
of telomerase

5 protein

newly
rest of synthesized
chromosome telomere

DNA

“thumb” ,palec”
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Telomeraza fesi problém koncového primeru.

rodicovské viakno

N telomeraza

(RNA-dependentni
syntéza DNA).
navazany
templat RNA

‘l‘BOf.

© Nekolikrst opakované
prodlouZeni a translokace;
uvolnéni telomerazy.

v Fi 3
T y106GGTTAGGE TTAGGGTTAGGGTTA
| L1111 AATCEC
5|

«Ro
ofDokonn‘Een! komplementarniho viakna DNA-polymerazou
(DNA-dependentni syntéza DNA).

- —— RNA-primer

DNA-polymeraza
(b)
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Funkce telomerazy carantal sirand

A

: JTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
(IR MCCCEJ‘“ incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE
BINDS l @

iz TTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG direction of
1= TT|AACCCC telomere

. 5’ 7 synthesis
TELOMERASE

E?;EEIDES;F;IEEE telomerase with bound RNA template
DNA synthesis) 3

JTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated
DNA synthesis) ' &
I ITTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
ie

_IAACCCC -CCCCMCCCCMCCC%’

DNA
polymerase



Prodluzovani koncu telomer telomerazou

5'— — TTGGGGITGIGEGTTGIGGETTG
3 AACCCC 5’ -AR&cocaac ) Iné‘eﬂal

Qj—/ / template
— -

) Telomerase
DNA @
synthesis L

T T
% \
5 GGGGTTG 3
8 AAGCOC Y’ _~AAC CCCAAC -

— /
Enzyme
translocation N

'I'I'GGGG'ITGIGGGTTG GG

AACCCC .
& Ve AR CCCAAC~
s
DNA @ ~ _—
synthesis

g'— —HG{GCCCGGTTGh TTCIGGATTGIGEGTTGGEGTIG 5°

E.)U'l

Multiple synthesis steps
@ by telomerase

GJU'I

TTGGGGT TG 3
AACCCC 5
s “ONAwnhess €

Okazakiho fragmenty

Elongation of opposite strand
by DNA palymerase «

Key:

B 5'GGGTTG 3"
5 TTGGGGTTG M\ 3 , )
3’ AACCCCAAC SHEHE S - R 5 B 3'CCCAACS




Sekvence telomer ruznych organismu

- T,G, u Tetrahymena thermophila
a Glaucoma chattoni

- T,G, u Euplotes aediculatus a Oxytricha
nova

- T;A,G; u Arabidopsis thaliama
- TG, u Saccharomyces cerevisiae

- T,A,G; u Cloveka, mysi, a Trypanosoma
brucei

5 GGGTTA 3° - delka 10 000 bp
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Prodluzovani telomer u drosofily

Mobilni elementy (retrotranspozony) Het-A, TART ahfa
(telomere associated retrotranspozon)

Prednosti se transponuji do koncovych oblasti chromoéa@ntim
je prodluzuji

HeT-A
S s O

TART (telomere associated retrotransposon)
e Gag [ Pol e |AAAAA

Tahre

5 1 W W— s LTTY

The threeD. melanogaster telomere retrotransposons drawn as their putative RBAsposition intermediates. Coding regions,
Gag and Pol, are labeled. Gray regions indicate 5' andtBanslated regions. AAAA indicates the 3' poly(&jl bn each RNA.

It is the source of the (dA/T)n that joins each DNA copytie chromosome when the element transposes. Sizeslgre o
approximate because individual elements can differ igtlenf both coding and noncoding regiokeT-A elements are™6 kb.

The 5' end of TART has not been completely defined butssullies appear to be 10-13 Kbahreis™10.5 kb 51



Srovnani prodluzovani telomer telomerazou a retroelémen

5!

komplementarni

Telomerase

sekvence
/e \AACC
TG
Chromosome end 7 kataIyUCké pOdjeantka
HeT-A {
3 5
A
AA
[ AMAAAAA

Chromosome end

nekomplementarni sekvence
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In Drosophila, the role of telomerase is carried out by three spe@dlietrotransposable
elementsHeT-A, TART andTahre. Telomeres contain long tandem head-to-tail arraysedeh
elements. Within each array, the three elements ocaanidom, but polarized, order. Some are
truncated at the'®nd, giving the telomere an enriched content of the lafrgmBanslated
regions which distinguish these telomeric elements frameworetrotransposons. Thus,
Drosophila telomeres resemble other telomeres because they areri@ayg af repeated
sequences, albeit more irregular arrays than those peadoy telomerase. The telomeric
retrotransposons are reverse-transcribed directlythetend of the chromosome, extending the
end by successive transpositions. Their transposises exactly the same method by which
telomerase extends chromosome ends—copying an RNA aenh addition to these
similarities in structure and maintenanBepsophila telomeres have strong functional
similarities to other telomeres and, as variants, igean important model for understanding
general principles of telomere function and evolution

53



Telomerova opakovani ~ mechanismus pro
kontrolu bunécného deéeleni

pri narozeni maji v somatickych bunkach telomery
uplnou delku

pri kazdéem deéleni bunky ztraci telomera 50-100 nt

po mnoha délenich zdedi bunky defektni chromozomy a
dochazi k zastave déleni bunék = replicative cell
senescence

Mechanismus zajist'uje, Zze nedochazi k nekontrolova-
telnému déleni bunék (,,measuring stick)

lidske fibroblasty ve tkanove kulture - po 60 delenich bunek
dochazi k zastave tvorby telomerazy

po vlozeni genu s aktivni telomerazou se delka telomer
udrzuje a bunky nestarnou
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Replikace DNA mechanismem
otacejici se kruznici

Template is circular
duplex DNA

Initiation occurs
on one strand

Elongation of
growing strand
displaces old strand

E'Af'her 1 revolution
displaced strand
reaches unit length

Continued elongation

generates displaced |

strand of multiple
‘unit lengths

5
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Replikace virovych molekul ot&ejici se kruznici

Complete
new strand

Old strand
fully unrolled

First new strand Old strand

Second new strand

Third new strand

D STRAND OF DNA

New complementary strand of DNA

56



o L4

Replikace plazmidu a virt otacejici se kruznici

a) <)

0—-0—-0—-0-
@“ Qi 'l 5 | =

komplementarni (kohe;@n‘) konce kemplementarni (kohezni) kence

r e ] > r_T _1 >
I \ [

i | sparovam kohezmch ! ! | : spérovékni k?heznich i |
l\ I Ji | | I
\ \\ )/

/ / \\ \ )/
[ / N | s
DNA « ligiza N DNA - ligaza #“

= 3-konec

!

5- konec
itépeni endonukledzou h)
= ori

P =y
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Replikace genomu adenoviru
(téz nekteré bakteriofagy)

Specificky protein pro iniciaci replikace

er-C-OH
3*-HO-GpTpARGPTmemsremes

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