Globalni pohled na prubéh replikace dsDNA
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Poznamka: NepozZaduje se znalost a vyklad druhé casti (str. 180)
Vynechava se téz kapitola 2.2.2 (str. 180-184)



Terminace replikace bakterialniho chromozomu
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Zjednodusené schéma bunécného cyklu zduraznujici
pocet molekul dsDNA v chromozomech v jeho riznych
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.




Struktura chromozomu béhem déeleni bunky

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

centromera

¢ast ity

e Chromatinova mitotického duplikovans

bublina doména = replikon vetenka chromosomy

v oddéelenych bunkach



Pocet pocatku replikace u riznych organismu

(E. coli) 1
(S. cerevisiae) 500
(D. melanogaster) 3 500
(X. laevis) 15 000
(M. musculus) 25 000
(V. faba) 35 000

Rozdily v rychlosti syntézy

420 kb
40 kb
40 kb

200 kb

150 kb

300 kb

<

~ 50 000 bp/min
3 600 bp/min

2 600 bp/min
500 bp/min

. 2200 bp/min



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)




Eukaryotické DNA-polymerazy

a Syntéza Okazakiho fragmentu, 3 -5 exonukleaza

B Syntéza kratkych retézcu pri reparaci DNA

vy Syntéza mitochondriové DNA

0 Synteza vedouciho retezce a dokonceni syntézy
opozd'ujiciho se retézce 3 -5 exonukleaza

e Neznama funkce



Prehled vlastnosti a funkci eukaryotlckych

DNA-polymeraz

Proliferacni
bunécny antigen

(proliferating cell —___ jmvaaesn

nuclear antigen)
~ [B-svorka

polM
[ | vjadie v jadfe v mito- v jadfe v jadfe
chondriich
4 1 2 2 >1
- zova + + + + +
skt
S 53
Exonukled-
- - + + +
Primiza — - - - -
Sdrufené | Zadny Zadny zadn PCNA zadny
faktory
_ vysoka
Procesivita | mimna nizka vysokd |vesdruZeni| vysokd
s PCNA
syntéza
prodluzuji-
zadatek katalyza | cihose
syntézy oprava replikace fetézce
Funkee | Okazakiho | podkozené | v mito- |adokonle-| neznimai
fragmentd DNA | chondriich | ni syntézy
primery Okazakiho
fragment®




Struktura pocatku replikace u kvasinek
Soubor proteinu = ORIZOM

transkripcni proteiny rozeznavajici transkripéni 1. Vazba inciacnich
Sy pocatek replikace (orl) taktony proteind na sekvenci ore
= J’ e (helikaza, polymeraza
i @ I @ ] atp)
2. Vazba transkrip¢nich
) ) faktoru a jejich interakce
sekvence sekvence, . ;v
potfebn & nis e s proteiny v miste ORE
k odvijeni zahajuje .. .
DNA odvijenf DNA 3. Imcu%cg repllkacg, )
vazebné misto vealing misks rozmotani DNA v miste
pro transkripéni pro transkripé&ni DUE
faktory faktory
Ruzné transkripéni

. faktory aktivuji rizné
rozeznavaci sekvence . .
poé&atku replikace pocatky replikace

Pred zahajenim replikace se pobliz pgatku replikace navaze
RLF (replication licensing factor), ktery je po zahageni replikace
odstranén: koordinace iniciace mnoha ori



Iniciace replikace u eukaryot - rozdily oproti
bakteriim

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

B)
| — N b) RFC naseda na iDNA
C)
, — 1 ~s ¢) RFC napomaha navazat DNA-
Sliding camp —F polymerazu & a PCNA protein
PCNA (trimer)
D)
L — d) DNA-polymeraza & pak

prodluzuje novy retézec DNA



Globalni pohled na elongaci vedouciho a opozd'ujiciho se retézce
v replikaéni vidlici eukaryotické chromozomové dsDNA
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matricovy fetézec 5'

SSB-proteiny
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Schéma replikacni vidlice eukaryotickeé

jaderné DNA

nové
nukleozomy

nukleozomy

Staré a nové nukleozomy se na matri-
covych a podle nich syntetizovanych
komplementarnich retézcich rozdélu-
ji nahodné

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

nukleozom

Nukleozomy se
rozpadaji pri
replikaci.

nové histony v

zasoba \y
histont

o
C@

()

..
(] &

e ©
0\

o®

rekonstituce
nukleozomu

staré histony



Problém doreplikovani 3 "koncu linearnich

chromozomu

3 matricovy fetézec 5
& vedouci fetézec o3
Okazakiho fragmenty
Je—p—et——5' Ie——F' J—et—5' JE———F'
&' matricovy fetézec ¥
RNA-primer
polydeoxyribonukleotidovy
fetézec
3 5
5 > 3

<4—————smér odbouravani RNA-primer(
<«—smér doplriovani deoxyribonukleotidy
J¢———t—75' JE——F' J—e—5' J——e—F5

5 3
3 5
5" > 3

Zde neni 3-koncovy
deoxyribonukleo!id.\v
3" 5'3 53 53 5 EEEEEnm
5 3
DNA-ligaza

3, 5
5 —> 3

3@ .

5 3

nedoreplikcvanv/'
konec

a) g
3 3e——5 L
3 primer pro syntézu kratkych
repetici
RNA-primer )
Okazakiho telomeraza
fragment
b) 5

re
g

3'€———s—5'3"&——<—5' Prodfouieni 3-konce.
3

: l

f' Syntéza Okazakiho fragmenta
> na prodlouZeném konci.

353 E——e—5 Je——e—F
-

d)
f' Odbourdvédni RNA-primerd,
> doplriovéni deoxyribonukleotidy.
3‘—-5! 3‘——5' 3
3
DNA-ligaza
e) Délka této sekvence
5! Je regulovéna.
B E' _ /
w ¥ ————— e ——
3
doreplikovany-
konec
f
5

=. Odbouréni prodlouZeného
) konce aZ po primer.

primer pro syntézu kratkych
repetici

A

3



Struktura telomerazy

remainder of
telomerase RNA

telomerase protein
“fingers”

region of
telomerase RNA
used as template

“palm” - active site
ek of telomerase
5 : e protein
—— newly
rest of synthesized “thumb”
chromosome telomere

DNA



Funkce telomerazy arariisl s

A

: JTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
SRR MCCCE:“ incomplete, newly synthesized lagging strand
TELOMERASE
BINDS l a

iE T TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG direction of
§EEEAACCCC telomere

. 5’ 7 synthesis
TELOMERASE

E?ETNEE?ES;;;EEE telomerase with bound RNA template
DNA synthesis) i

JTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

COMPLETION OF
LAGGING STRAND

BY DNA POLYMERASE
(DNA-templated

DNA synthesis) ' ¥

1T TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

_IAACCCC -CCCCMCCCCMCCC%’

DNA
polymerase



1. Vazba telomerszy na telomericky primer (a).

- GGGGTC
Tl

nedoreplikovany
konec

3. Transiokace telomerazy (b).

g
t 0
GGGGTTGOgggtt cCCxa

_5'

3 &

4. Replikace na 3-konci (c, d, e, ).

GGGGTTGgggttgggattggggtig,s:

5' Zde pak muze pokra&ovat syntéza opozd'ujiciho se Fetézce.

Nové napojované nukleotidy jsou vyjidreny malymi pismeny.
V zdvorkdch jsou uvedeny odkazy na éa};ti obr. 1 9%



Prodluzovani koncu telomer telomerazou

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

Qj—/ / template
— -

) Telomerase
DNA @
synthesis L

T T
% \
5’ GGGGTTG 3
3 AACGEES' _~AAC CCCAAC -

—_— -
Enzyme
translocation N

'I'I'GGGG'ITGIGGGTTG GG

AACCCC s
& e ARE CCCAAC
5
DNA @ ~ _—
Synthesis

g'— —HG{GCCCGGTTGh TTCIGGATTGIGEGTTGGEGTIG 5°

E.)U'l

Multiple synthesis steps
@ by telomerase

GJU'I

TTGGGGT TG S 3
AACCCC 5’
5 “ONAnhess €

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" - 10 000 bp



Telomerova opakovani ~ mechanismus pro
kontrolu bunécného déleni

® pri narozeni maji v somatickych bunkach telomery
uplnou délku

® pri kazdém deleni bunky ztraci telomera 50-100 nt

® po mnoha délenich zdédi bunky defektni chromozomy a

dochazi k zastave deleni bunék = replicative cell
senescence

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

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

O po vlozeni genu s aktivni telomerdzou se delka telomer
udrzuje a bunky nestarnou



Replikace plazmidu otacejici se kruznici
®

pozitivhi —»
fetézec
negativni
retézec

vychozi

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

5'-konec

Zde dochazi ke stépeni
Rep-proteinem.

Zahdjeni syntézy nového pozitivniho

fetézce podle negativniho matricového. DN A Jigéza
produkt
replikace
Syntéza negativniho
fetézce pres
ori §tépeny Okazakiho fragmenty.
Rep-proteinem
+ novy retéze
. P P (pozitivni) produkt
@ Stépehi spojenych pozi h Fetézcd replikace

v misté ori.

Okazakiho fragment

Sparovani volnych konci,
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

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

Continued elongation

generates displaced |

strand of multiple
‘unit lengths

5




Replikace bakteriofagu (lambda)
otacejici se kruzn1c1
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Replikace konjugativnich plazmidu

Bacterial
chromosome

F*cell Fcell
Pilus retracts

Donor

Retained strand

Transferred

strand Replacement

strand

DNA poly-

merase o Fusion forming conjugation bridge.

F plasmid nicked in one strand.

Transferred
strand

Complementary
I strand

DNA polymerase
Transfer of one strand from F* cell o
F~ cell. F plasmid simultaneously
replicated in F* cell.

(b) Recipient

Synthesis of complementary strand
begins in recipient cell.

Completion of DNA transfer
and synthesis. Cells separate.




Replikace genomu adenoviru
(téz nekteré bakteriofagy)

Specificky protein pro iniciaci replikace

er-C-OH
3"-HO-GpTpARGP T —omsoemev

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



