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Replikacia

DNA polymeraza | — E.coli (Kornberg, 1957)
Semikonzervativna (Meselson a Stahl, 1958)
Replikacna vidlica — E.coli (Cairns, 1963)
Okazakiho fragmenty (1968)

Semikonzervativna
Obojsmerna

Three postulated methods of DNA Replication

Semi-Conservative
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Replikacia

DNA polymeraza | — E.coli (Kornberg, 1957)
Semikonzervativna (Meselson a Stahl, 1958)
Replikacna vidlica — E.coli (Cairns, 1963)
Okazakiho fragmenty (1968)

Semikonzervativna
Obojsmerna
Smer syntézy DNA: 5" - 3
Presnost: 1/10°
Rychlost’
- E. coli—50 000 b/min
- S. cerevisiae — 3 600 b/min
- MysS — 2 200 b/min
- Clovék — 50b/min
Nacasovanie:
- Bakterie nemaju Specificku fazu
- Eukaryota v S fazi

5’ Leading

Pal;m‘tal / strand
5' \ Okazaki fragments
3' \ﬂ
N\

 —
Fork movemen t \3’ Lagging
strand




.z - Paramecium Parlor @AmoebaSisters
Replikacia

- Semikonzervativna
- Obojsmerna
- Smer syntézy DNA: 5" 2> 3
- Veduci retazec
- Oneskorujuci sa (opzdujuci se)

Working a
little slow,

Someone might
think you're..

Iaggmg
behmd

3 faze replikacie:
- Iniciacia
- Zaciatok uz v M/G1 (licensing), rozpletenie dvojsrobovice DNA, vznik replikacnej vidlice a naviazanie
enzymatickeého komplexu

- Elongacia
- pridavanie nukleotidov a postup replikacnej vidlice
- Topologickéhy stres, tazko replikovatelné lokusy, proteiny na DNA, transkripcia, poSkodena DNA

- Terminacia
- ukoncenie replikacie



Proteinové komplexy v replikacii
- PrereplikaCny komplex PCNA

- CMG helikaza Lagging strand
- RPA e ——
- DNA ligaza

- Primaza
- Topoizomerazy | a ll

- DNA polymerazy
- Histon remodelaéné komplexy

- PCNA
1

Leading strand

(Boehm et. al., 2016)



Inicliacia
Bakterie maju len 1 replikacny pociatok
Eukaryota — vacsi zlozitejSi genom — viac
pocCiatkov replikacie
Zostavenie prereplikacného komplexu v G1
» replication licencing”
Fosforylacia MCM helikdzy pomocou CDK a
DDK kinaz
Aktivacia replikacnej helikazy (CMG
helikaza) v S
« K MCM helikaze sa pripoja dalsie
proteiny

. ORC komplex

. MCM helikdza - preRC

. MCM dvojity hexamer

. MCM dvojity hexamer - CMG helikaza

_—

DDK + COK mediated
cell cycle signaling




O RC @ ORC1 o ORC4

o . @ORC2 0ORC5
- Origin of recognition complex ®ORC3 ®ORC6
- Objavené u S. cerevisiae POVRG OOVRVARX
- Podjednotky Orcl, Orc2, Orc3, Orc4, Orc5, Orc6 (+CDCB6)
- Asociované s chromatinom - vazba na ARS ¥ CDCB6 binds ORC

- Autonomously replicating sequences @ CDC6

. Vazl:?a k DNA zavisla na ATP A0S ROACACAGN
- Funkcia: zostavenie prereplikacného komplexu (preRC) v G1

- Transkripéné umlcenie, heterochromatinizacia, kondenzacia a

;. , -, ORC-CDC6
kohezia chromosomov, cytokinéza 0 MCM2-7 recruits MCM2-7-CDT1

. preRC: Cdc6, Cdtl, Mcm2-7, ORC et
- MCM helikazovy komplex sa aktivuje az v S fazi (pomocou Kinaz) asasos %
- Nie vSetky replikacné pocCiatky sa aktivuju

- Meier-Grolinov syndrom (AR-ORC, Cdc6), EBV, nadory

Bell (2017)



ARS

Autonomously replicating sequences
Sem sa viaze preRC

ORC sa viaze na DNA pomocou domén a
ORC naviazany pocas celého bunec¢ného cyklu :::2 E i:;: -
A-element vysoko konzervovany . "
S-TATTTAYRTTTTIA-3 — Origin recognition
100 bp dihé 20bp sequence

Aktivne (replikacia z 1 ARS kazdy druhy bunecény cyklus)

Okrem S. cerevisiae a jej blizko pribuznych kvasiniek sa u ziadneho dalSieho organizmu nepodarilo n3gjst
uniformnud konsenzualnu sekvenciu pre vazbu ORC

ORC saviaze v M/G1, uvolnisav S
Replikacné pocCiatky viac podobné mnohobunécnym jako S. cerevisiae
1000 bp dihé
Malo aktivne (replikacia z 1 ARS kazdy desiaty bunecny cyklus)
http://glossomics.blogspot.cz/



ARS

Autonomously replicating sequences
Sem sa viaze preRC
ORC sa viaze na DNA pomocou WH domén a AT hookov

Vyssie eukaryota:
« Asymetrické sekvencie, rozhoduje epigenetika
« G-kvadruplexy, pocCiatky transkripcie, Dnaza hypersenzitivné oblasti

e H3K4mel/2/3, H3K9ac, H3K18ac, H3K36me3, a H3K27ac
« Euchromatin

« H3 a H4 hypoacetylacia, a H3K9 a H3K27 metylacia
- Casto tkanovo Specifické
« V lfudskych burikach Orc1 sa pocas S faze uvolni z komplexu a spét sa naviaze na konci mitdozy
« ARS: Kvasinky po 40kb, savci kazdych 200-300kb
« Ludska burika asi 50 000 ARS



Podjednotky ORC

ORCL1:
 |Interakcia so Sirl (S.C.), HP1 (Dm) WH doména a AT hook — vazba k DNA

« transkrip&na represia AAA+ domeéna — ATPazova domeéna
- BAH doména sa viaze na H4K20me?2 BAH doména — protein-proteinové interakcie

» esencialna interakcia pre asociaciu s s -

chormatinom . " L —
ORC2: o ([NNSANNNN B | 001 0§ orcose m--
. Wa WB 31 s2

» Lokalizacia aj pri centromerach AAAs o WH

. delécia > mitotické defekty o [ ] M1 11 [ orocw ) e20

. AT hook WA WEB 351 52
- AT hook: vazba k DNA R i
ORC4 . ocs @l I 1T 1 1 orcroses I - -
» Asociacia s membranami neuronov, tloha v WA W8 s1 s2
- . AAAs . WH
dendritickom rastu ool L T1 I o — .
OR96 WA WB 51 52 _
« Strukturne odli$na od ostatnych ORC . A, JWH W ™ Disorderad region
podjednotiek os @ | | 0 0 orcrcue . - Moits oo
« Medzidruhovo velmi mélo konzervovana WA wE st s W
N . , , » = o T .

* Lokalizacia u kinetochéroch, Uloha v cos [ 1 [ 1 | orcrcwe | BE

cytokynéze (H.s., D.m.) WA Wwe St s2

(Duncker et. al., 2009)



Struktara ORC

ORC core
Oret ARRY D-(WH)- | ” : protuberance
Orc2 :
Orc3
Orc4 central channel i
Orc5
Orc6

body
(AAA+ and WH)

© WH

O AAA+ lid

O AAA+ base
© B-hairpin wing
@ ISM

ISM (Initiator specific motif)
« $pecificka pre iniciatory replikacie
« viaze DNA

(Belichert et. al., 2015



sOorganismus: S. cerevisiae
« Cryoelektronova mikroskopie — 3,9 A




Struktura ORC - 5V8F

sOorganismus: S. cerevisiae
« Cryoelektronova mikroskopie — 3,9 A

)" 4




Crc3_Dm

Evolucia ORC wose N "

- Bakterie: DnaA Ores_Se 8 S
- Strukturne podobné | Ore2_Dm

- Archaea: ORC Orcs Dm-_ & Orea._Sp

é
:

- ORC1 - Cdc6 % o
- ORC1 -Sir3 ®

41

- N-koncovych 214 aa (BAH doména) °

(50%identita, 63% podobnost) s 1D
- Sir3 — uloha v transkripénom umlcovani =
- ORC6 - TFIIB e
- C-koniec
- Koevolucia proteinov v replikacii a L _
transkripcii? Cdc6

Orcs_Sp

(Duncker et. al., 2009)



Iniciacia




MCM2-7 komplex

- Minichromosome maintenance 2-7  Loading:
- U archaea 6 identickych podjednotiek « Pomocou ORC-CDC6 komplexu a Cdtl v G1
- Podjednotky: 5-3-7-4-6-2 ring « Po loadingu je MCM komplex SUMOylovany (az do S faze) —
- Rodina AAA+ ATPaz zabrani skorej aktivacii
- 3°-5" helikaza « Aktivacia poc€as S faze
- Sama o sebe nema helikazovu aktivitu  Tvorba dvojitého hexameru
- potrebuje cdc4b a GINS « Fosforylacia pomocou CDK a DDK protein kinaz
- Iniciacia (preRC) + elongacia (CMG) « MCM uz nie je sumoylovany ale fosforylovany
- Postupuje s replikacnou vidlicou - Aktivacia nie naraz, nie vsetky

« Zaloha v pripade pozastavenych replikacnich vidlic
« Stochastické

i S

(Bell and Botchan, 2013)



MCM2-7 complex — struktira podjednotiek

 N-koncova domeéna
* interakcia medzi MCM podjednotkami
« Zinc-binding motif
 stabilizacia N-koncov a tim aj komplexu l ' I { ’
« Allosteric communication loop e G oo gEl . hin MA,Bd;:lFF - >
« komunikacia medzi podjednotkami
* N-koncovy B-hairpin
« Interakcia s DNA e f LA
« AAA+ ATPazova domeéna
» Cis-acting: WalkerA, WalkerB a Senzorl motiv
« Trans acting: argininovy prst, Senzor2 motiv

- Degenerovana Winged Helix /N L ’ » . ‘ "
« Posttranslacné modifikacie na N a C koncoch“ 2 _ \S 4 i)

z" 7%

EXT'Hprans residues

Zn ACLNBH EXT-HP H2l PS1BH 100 amino acids

(Bell and Botchan, 2013)



MCM2-7 complex — struktira podjednotiek

 N-koncova domeéna
* interakcia medzi MCM podjednotkami
« Zinc-binding motif
 stabilizacia N-koncov a tim aj komplexu l | T!A rB__z . e L
« Allosteric communication loop Mo gl o gal . e R g
» komunikacia medzi podjednotkami
* N-koncovy B-hairpin
* Interakcia s DNA
« AAA+ ATPazova domeéna

Zn ACLNBH EXT-HP H2l PS1BH 100 amino acids

« Cis-acting: WalkerA, WalkerB a Senzorl motiv AAA™
« Trans acting: argininovy prst, Senzor2 motiv
« Degenerovana Winged Helix
» Posttranslacné modifikacie na N a C koncoch
Amino-terminal

(Bell and Botchan, 2013)



Archaea

Kvasinky

NTE NTD-A OB ZF OB CTD
ss EEE i e
wEEE- -l TRl e
Mo . B [
we I - e
s - e
ve SN —EHEHEE B R0 1017
M7 d- N - o 845
NTI N-C linker

PDB: 4R7Y
(Domain-based rigid-body
fitting to M2)

(Li et. al.,, 2015)



ATPazova aktivita MCM komplexu

- AAA+ ATPazy

- Aktivné miesta medzi podjednotkami

- Jedna podjednotka: Walker A a Walker B motivy
- Druha podjednotka: Arginin finger

-V jednom hexamere MCM 6 aktivnych miest
- Loading komplexu: 2-6 ATPaza
- Loading druhého hexameru

a tvorba dvojiteho hexameru MCM
komplexov:

- 4-7, 6-4, 5-2 a 3-5 ATPazy

Z Sensor 2

e = M2 «<=>M6

(Bell and Botchan, 2013, Li et. al. 2015)



Mcm — dvojity hexamer

- Dva hexamery sa spoja az po vazbe na DNA
- U archaea sa dva hexamery mo6zu spojit uz mimo DNA
- ORC rekrutuje MCM komplexy po jednom
- Dva MCM komplexy sa potom spoja pomocou N-terminalnych domen
- Zinkove prsty stabilizuju interakciu medzi dvomi MCM komplexmi
- Loading aj dimerizacia MCM komplexov vyZaduje ATP

- Centralni por MCM komplexu

23A — vojde sa ss aj dsDNA

Pozitivhy naboj

Vazba na DNA pomocou bazickych AMK v OB fold
Kink DNA

D
NTD

CTD

(Li et. al., 2015)



Iniciacia

DDK + CDK mediated

cell cycle signaling




CMG -
CMG obsahuje: .T Gt ——_
« MCM hexamer

* GINS komplex P
+ Cdcds . B 0% o
N-tier bottom view

» ZlozZenie a aktivaciu CMG komplexu iniciuju dve kinazy, CDK a DDK v Psf
S-fazi

« (Cdc45 a GINS sa viaze na MCM komplex na N-terminalnu doménu
» Helikdzova aktivita na dsDNA
« (Cdc45 a GINS spoésobuje:

« Remodelaciu MCM dvoijitého hexamru

* VySSiu affinitu MCM dvojitého hexameru k DNA
 CMG ostava naviazana na DNA az po terminaciu replikacie ) AN M
* Priterminécii replikacie je CMG komplex ubikvitinylovany ) d {

Mcmé6 :

—
c

<
N NC
.
- EERE ;I s.
- =

MG MG

(Masai and Foiani, 2017, Georgescu et. al., 2017)



GINS

» Potrebny pre aktivaciu MCM komplexu

« Ma centralny pér, ale prili§ maly pre ssDNA

« Sluzi ako scaffold pre replizém

» Interagije s Mcm3/5 na N-koncoch a s Cdc45

- Rekrutuje dalsie proteiny replizomu (napr. DNA Pola, DNA Polg)
* GINS ani Cdc45 nemaju ATPazovu aktivitu
« Aktivacia MCM2-7 komplexu pomocou zmeny Struktury

Human GINS Yeast GINS
Psf1-insert1

Psf3-insert1

(Masai and Foiani, 2017)



- Velkost centralneho poru neni jednotna — od 25 do 40A
- Kink v centranom poru deformuje DNA
- Aktivacia MCM komplexu:

- MCM komplex musi byt vo forme dvojiteho hexameru

- Cdc45 a GINS komplex

- Po aktivacii dvoch MCM komplexov sa C-terminalne domény a
N-terminalne domény mierne pootocia a to spdésobuje dalSiu
deformaciu DNA

- Po aktivacii sa vytvori otvor medzi Mcm2 a Mcm5 v oboch MCM
komplexoch

- ds DNA - ss DNA

- 3S DNA opusta komplex cez medzeru medzi Mcm2 a Mcm5

(Li et. al., 2015)



Elongacia

na veducom a opozd’ujucom sa vliakne
3 DNA polymerazy z 13 sa u eukaryot zucastnuju replikacii
« DNA Pola, Polo, aPole
CMG helikaza rozplieta dsDNA na dva ssDNA vlakna
Na ssDNA nasada RPA, ktora ju chrani pred nukleazami a stabilizuje v ss forme

Tvorba RNA/DNA primerov na template na — PCNA poi¢
oboch ssDNA vlaknach pomocou komplexu
orimazy a Pola

DNA polymerazy predlZuju primery

Primery sa vystiepia, medzery sa dosyntetizuju
Ligaza spoji eSte nespojené konce novo
syntetizovaného retazca

Topoizomerazy | a |l relaxuja DNA

leading strand

lagging strand

RNA primer

(Leman and Noguchi, 2013)



RPA

- Viaze ssDNA
- Zabranuje tvorbe sekundarnych stuktur ssDNA
- Chrani ssDNA pred endonukleazami

- Uloha v replikacii a v oprave DNA

- Heterotrimer

- Vazba na DNA pomocou Siestich OB foldov
- Viaze Rf-C (specifita pre PCNA)

A

Ludsky RPA trimer - 1L10



DNA Pola

- Nizka procesivita
- Bez proofreadingovej aktivity
- Nema 3"-5"exonukleazovu aktivitu
- Pola asociovana s primazou, s ktorou tvori
heterotetramericky komplex
- Inicializuje syntézu DNA na oboch retazcoch

- Pre svoje fungovanie potrebuje CMG helikazu
a RPA

- Na CMG helikazu sa Pola naviaze pomocou
Cttd homotrimeru (scaffold) , ktory je v
kontakte s GINS podkomplexom CMG helikazy

(Baranovskiy et al., 2016)



Pola a primaza - struktura

- Primazovy pokomplex:
- Pril (katalyticka) a Pri2 (kvasinky), p49
(katalyticka) a p58 (Clovek)
- Vytvory 2-10 nukleotidov dlhy RNA primer na
temlpatove] DNA
- Polymerazovy podkomplex:

- Poll (katalyticka) a Pol12 (kvasinky), p180
(katalyticka) a p70 (Clovek)

- PrediZi RNA primer vytvoreny primazovym
komplexom na 30 nukleotidov dlhy RNA-DNA
hybridny primer

- Flexibilne linkery pre konformacné
zmeny

(Baranovskiy et al., 2016)



Pola inactive/primase active Pola inactive/primase active
7 " '
Priprava primerov

5

1. Ako prvé sa pSSC priblizi k p49 a iniciuje sa 7 gsc Initiation
synteza RNA primeru p180core SPEES a
2. Pri elongacii RNA primeru p58C pohybujuci sa el

. .. Switch to
spolu s RNA primerom vytlaci Pol6/Poy/irli£§£
3. Ked dizka primeru dosiahne 9nk p58 inhibuje

p49
4. Takto vytlacena je v takej pozicii, ze sa
moze naviazat na 9nk dihy RNA primer
Pola prediZi primer
Ked primer dosiahne diZku cca. 30nk, Pola sa
vymeni za Pold alebo Pole

;- W ._1,"‘. , % \\..
<, ~ ~~~"_',_\'.
\ s g Ny S -
RNA. NTPs
elongation
&
2 ;
P a
&

o O

4 DNA
elongation
'\' v
dNTPs LX)

« Pola Specificky rozpoznava RNA/DNA komplex Polat active/primase inactive
vytvoreny primazou a zacne polymerizovat RNA
primer pridavanim dNTP.
« Po nasyntetizovani urditej dizky DNA Pola strati
kontakt s RNA/DNA A-Srébovicou a uvolni sa z
DNA

Pola active/pimase inactive A-DNA B-DNA
(Baranovskiy et al., 2016)



Priprava primerov

incoming NTP p49

template Ly
primer

catalytic
center

AN L g 1180core

'

(Baranovskiy et al., 2016)



PCNA . o
LY D
Proliferacny antigen bune¢ného jadra c'“”"aTj__....m PCNA j +ATP RFC
(Replikaény faktor C) objavené ako esencialne  omanl; M "_;}J.-?_';: PCNA-RFC complex
proteiny pre replikaciu SV40 v ludskych bunkach Nface — Cface " |/
Rf-C je potrebny k uchyteniu PCNA k DNA | o o
« ATPAzova aktivita — AAA+ ATPaza ) NN jwction TR
« 1 velkd (RFC1) a 4 malé podjednotky (RFC2-5) 3 %\if‘k—— 5
. Rozpoznéva 3' koniec primeru \kl}'ADPT;ierI}fSIS of ATP and loading of PCNA
» Sposobuje konformaénu zmenu PCNA N /_
. otvara jej kruhovu formu za hydrolyzy ATP 5 “ 3 fuf‘ . Exchange binding partners
PCNA je od archaea az po eukaryota N
Uloha v oprave DNA, v kontrole bune&ného cyklu, v epigenetike a v replikacii T:— Pald  Synthesis of lagging strand
na DNA ;IE\JTngasm Ligation of lagging-strand DNA
protein

Uloha v replikacii:
» Upevriuje polymerazu k DNA
» Zabranuje predCastné uvolnenie polymerazy z DNA
» Esencialna pre vymenu Pol a za Pol d/e

« Vymena DNA polymeraz pri pozastavenych replikaénych vidlic
PCNA je z chromozomu odstraneny na zacCiatku G2 faze pomocou

(Masai and Foiani, 2017)



PCNA

Homotrimer
Kazda podjednotka ma IDCL (Inter-domain connecting loop)
» Potrebny pre vazbu interakénych partnerov (Pold, p21,
DNA ligaza ...)
C-teminalna cast’: interakcia s Polg, Rf-C, ...
Vnutorna cast’: pozitivne nabité Sroubovice — kontakt s DNA

PP box (PCNA interacting peptide):
¢« Q-X-X-¥Y-X-X-0-0
» Motiv interagujuci s PCNA IDCL
* Obsahuju ho proteny interagujuce s PCNA
* DNA polymerazy, Dnmtl, p21, Fenl, DNA ligaza...
APIM (AlkB homologue 2 PCNA interacting motif)
» Proteiny zuCatnujuce sa opravy DNA

PCNA kod
» Posttranslacné modifikacie PCNA ur€ujuce vazebnych
partnerov a funkciu PCNA

PDB:l1laxc)



DNA polymerazy e a P

- Aktivita:
- 5°-3° DNA polymerazova
- 3-5" exonukleazova

- Mutécie v exonukleazovej doméne polymeraz najdené v nadorovych bunkach
- Po DNA putuje pomocou PCNA Leading strand \
- Vymena polymerazy a za d alebo € po syntéze primeru T~ sou
- Pola ma afinitu k A-helixu RNA/DNA a z B-helixu DNA/DNA disociuje
- Rf-C loaduje PCNA na koniec primeru a na PCNA sa naviaze Pol 6 alebo ¢

- Pold syntetizuje opozdujuci sa retazec
- Pole syntetizuje veduci retazec

- Pold a Pole nemaju 5°- 3"exonukleazovu aktivitu, ktorou by vedeli
vyStiepit primery. Tuto ulohu vykonava RNAza H1 a FEN-1.

- Polymerazy po tom medzery zaplnia

- DNA ligaza zliguje nespojené konce



- Katalyticka podjednotka polymeraz: tvar ludskej ruky
- ,Dlan” je vysoko konzervovana — polymerazova aktivi
- ,Palec” drzi DNA na mieste a zvysuje procesivitu

- N-terminalna doména:
- OB fold
- SSDNA vazobna oblast’
- RNA vazobna oblast’

- Velky B-hairpin motiv

- Premiestniuje DNA z polymerazovej Casti do exonukleazovej
- Exonukleazova doména: 3"-5"proofreading

- Oprava chyb pri replikacii
- Maturacia Okazakiho fragmentov

- Syntetizuje DNA na opozdujucom sa retazci az po
dalsi primer (vytvoreny DNA Pola)

Katalyticka podjednotka Pold

,,,,,,

ay \ o )
Ay \ /
1 /
3'-5' Exonuclease  \ = B o ,>
o L

/ N-terminal
\

B-Hairpin motAif\
(

(Doublié and Zahn 2014, Waisertreiger et. Al., 2012)



- Syntetizuje DNA na opozdujucom sa retazci
az po dalsi primer (vytvoreny DNA Pola)

- Po strete s dalsim primerom dosyntetizuje
eSte par nukleotidov a vytesni kus RNA
primeru

- VyCnievajuci 5 koniec RNA primeru je po tom
rozpoznany Fenl nukleazou, ktora vystiepi
RNA primer

- DNA ligaza spoji Okazakiho fragmenty

b A

l DNA ligase |

A .

sl

3

s'



Poleg

- Objavena v 1990 ako tretia DNA polymeraza
esencialna pre replikaciu S. cerevisiae

- Dvojnasobna velkost oproti Pold
- Najvacssia podjednotka (p261) obsahuje
- Katalytickl N-koncovu ¢ast’

- C-koncovu cast’ bez katalytickej aktivity pre
protein-proteinoveé interakcie

- Pre svoju aktivitu nepotrebuje PCNA

- ,Dlan” Pole(380aa) je omnoho vacsia ako u
Pola(175aa) alebo Pold(203aa)

- P-domena: zvySuje procesivitu ;

- B halrpin je prilis maly — nedokaze kontaktova
DNA ako u Pold a prenasat ju na
exonukleazovu Cast

- Jeho ulohu zastava P-doména???

Katalyticka podjednotka Pole

P-domain

i P
X Nl )
- L . )

B-Hairpin motif

75" Exonuclease

S - N-terminal
d

—

(Doublié and Zahn 2014, Waisertreiger et. Al., 2012)



Terminacia

Ked sa 2 replikacné vidlice stretnu
Na konci S-faze, ale v skutoCnosti sa replikony terminuju v priebehu S-faze
Velkost replikonu: 31kbp, rychlost replikacnej vidlice: 1,5 kbp/min
- za 10 minut od zadiatku replikacie sa dva replikacné vidlice
stretnu a dojde k terminacii replikacie
(replication fork barrier):
Specifické miesta genomu, ktoré dokazu zastavit replikacnu vidlicu
Pri replikacii rDNA

ORC sa na konci S-faze disociuje z komplexu (okrem S.cerevisiae)

Odstranenie CMG:

Mcm7 je polyubikvitylovany na K48.
Cdc48 rozpozna polyubikvitinylovany CMG komplex a oddeli ho od chromatinu

PCNA je z chromozomu odstraneny na zaciatku G2 faze pomocou ELG1-Rf-C
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