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REPLIKACE DNA




Centralni dogma molekularni
biologie
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Centralni dogma molekularni
biologie

® Vlastnosti bunkam udeluji bilkoviny (proteiny),
které bunka syntetizuje. Prvnim krokem pro
biosyntézu proteinu je proces transkripce
(prepis) genu (sekventl deoxyribonukleotidu) z
molekul DNA do sekvence ribonukleotidu
molekul RNA - ribonukleovych kyselin.

® Molekula mRNA (messenger RNA) slouzi jako
matrice v procesu translace (preklad). Sekvence
ribonukleotidi mRNA je prekladana do sekvence

AMK v polypeptidovém retézci proteinu.

® Jednim ze zakladnich znaku zivych organismu je
schopnost reprodukce. Na bunécné urovni je




Centralni dogma molekularni

biologie
Zakladni myslenka centralniho dogmatu (Francis
Crick 1956) stale plati, v soucasnosti doplnéna o
nasledujici procesy:

® Reverzni transkripce (Temin, Baltimore,
1970) - schopnost retroviru zpétné prepsat
strukturu své RNA do struktury DNA a tuto
zaclenit do DNA hostitelske bunky. Enzym
reverzni transkriptaza.

® Prepis RNA do RNA - u viru casty jev
(namnozeni virove RNA).




Centralni dogma molekularni
biologie

Ustfedni dogma molekularni biologie:

Prenos genetické informace je mozny z
nukleove kyseliny do nukleoveé
kyseliny nebo z nukleové kyseliny do
proteinu, jeji zpétny prenos

z proteinu do nukleové kyseliny mozny
neni.




REPLIKACE DNA -
® PM&ZIM(AM)likace DNA je jedinecny biochemicky

mechanismus, diky kteremu je bunka schopna
vytvaret lidentické kopie DNA)
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® Casoveé vzdy procis;ﬁzzﬁaceLpreﬂz:haﬂJ proces
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®Re(du)plikace je enzymaticky prisné
kontrolovanym procesem. Pripadneé chyby jsou
pomoci reparacnich mechanismu v naprosté vetsine
pr1padu oprav@ny Pripadné neopravené chyby se
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REPLIKACE DNA a BUNECNY
© Rmserné dsDNA probiha u eukaryot v S-fazi

bunécneho cyklu. U prokaryot je replikace zahajena
ihned po dokonceni bunécnéeho déleni.

® Zreplikované molekuly nDNA segreguji behem mitozy -
M-faze bunécneho cyklu.

Interphase

G1/S checkpoint

®V G1-a G2-fazich
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REPLIKACE DNA a BUNECNY
%!Fu%—SnDNA (Jaderne DNA) obsahuje velke

mnozstvi REPLIKONU (chromatinovych domeén) a
kazdy ma jedno ori-misto.

©[1 chromozomova DNA = 130 x 106 b
(komplementarnich bazi)

® Pri jednom replikonu doba replikace 800 hod.
(4,8 tydnu).

® Vetsina rostlinnych a zivocisnych bunék se
rozdéli za 10 - 20 hod. 7 vice pocatku
replikace (cca 20 - 80 pocatku replikace).

® Nejprve se replikuje euchromatin a potom
teprve heterochromatin.




ENZYMY Pri replikaci

® Helikaza - enzym, ktery se pohybuje
primo podeél fosfodiesterovych vazeb
dsDNA a rozdéluje dvousroubovici do

1 / 4 http://cs.wikipedia.org/
dvou izolovanych vldken. Wiki/HETKACI %A 8

® Topoizomeraza Il (bakterialni ekvivalent DNA
gyraza) - napomaha rozvinovat superhelix
(nadsroubovici) dsDNA v replikacni vidlici. Umi
také opravovat ruzné spletence a uzly vznikajici
na molekulach dsDNA (mimo jiné pri segregaci
sesterskych chromozomu a po rekombinaci).

® Primaza - je schopna vytvorit podle vzoru v
podobée templatového vliakna DNA
komplementarni usek RNA dlouhy




ENZYMY Pri replikaci

© DNA Polymeraza - enzym ucastnici se replikace
DNA, ktery katalyzuje polymeraci retézce DNA.
V replikacni vidlici vklada, na zaklade
komplementarity, volne deoxyribonukleotidy,
prodluzuje retézec.

- 15 ruznych DNA polymeraz.
DNA polymeréaza ¥ -1: (aktivta POLYMERAZOVA 5°:3")

- Umoznuje iniciaci replikace, je totiz schopna v
komplexu s primazou RNA-polymerizacni (primazove)
aktivity, pri niz dochazi ke vzniku kratke

sekvence RNA, tzv.primeru a to jak na vedouci

- Katalyzuje biosyntézu Okazakiho fragmentu na
opozd'ujicim se retézci.




ENZYMY Pri replikaci

. (aktivta POLYMERAZOVA 5°:3")

ondrialni DNA ] '

_|: (aktivta POLYMERAZOVA 53 ) 5
(aktivta EXONUKLEAZOVA 3°:5")

ihg retézce + dokonceni } '

retézce. !

Djena pomoci proteinu PCNA

|l nuclear antigen* - kofaktor
vého komplexu.

(1 chybné prirazeny

otid na 109 bp).

1ktivita oprava DNA (proofreading)
(samoopravujici enzym).

likaci, ale i v opraveé DNA, ] '
A v_kontrole bunécného cyklu.
A polymeraze &




ENZYMY Pri replikaci

® DNA Ligaza:

 Enzym z tridy ligaz (synthetas), ktery se podili na
spojovani Okazakiho fragmentu, procesu
rekombinace ,,crossing-overu® a opravy DNA.
Katalyzuje vznik fosfodiesterové vazby v mistech,
kde doslo k poruseni celistvosti vliakna DNA.

® Telomerazy:

- slouzi k replikaci telomer , konct eukaryotickych
chromozomu.

- ma vlastnosti reverzni transkriptazy - to znamena,
ze vytvari DNA podle matrice ve formé RNA . Tato
RNA matrice je strukturni soucasti samotné
telomerazy.
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ENZYMY Pri replikaci

® V prokaryontnich bunkach je enzymaticky
aparat obdobny, pouze DNA polymerazy jsou
klasifikovany odlisne:

® DNA polymeraza |: (polymerazovaa. 5+ 3")
(exonukleazova a. 3°*5")
(exonukleazova a. 5+ 3")

- Je schopna predevsim replikovat kratké useky
DNA.

* Oprava DNA (proofreading) ve sméru 3’ - 5.

- Rovnéz takeé exonukleoticka aktivita ve sméru 5°
— 3' (nick translation), rovnéz behem oprav
DNA a odstranovat RNA primery po replikaci
opozdujiciho se (lagging) vlakna DNA.




ENZYMY Pri replikaci

® DNA polymeraza lll: (polymerazovaa. 5+ 3")
(exonukleazova a.3"*5")

* Primarni enzym reduplikace DNA u prokaryontnich
(bakterialnich) bunék.

- Ma takeé korekcni schopnosti tzn. umi opravit chyby
replikace prostrednictvim své
exonukleazové aktivity ve sméru 3'- 5'.

- DNA polymeraza lll je schopna prirazovat na bazi
komplementarity asi 1000 deoxyribonukleotidu/s.

® DNA polymeraza ll: (polymerazovaa. 5+ 3")
(exonukleazova a.3"* 5")

- Specializuje se na opravu DNA, a to v pripade, kdy
se replikacni vidlice dostane k DNA, jez jevi
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Replikaéni vidlice ,replication fork*“

® Rozpoznavaci sekvence pocatku replikace ,,origin
replication element - ORE“

® Sekvence na niz se zacina odvijet DNA
,DNA unwinding element - DUE*

® Sekvence A/T - Jeden retézec je bohaty na T a k
nemu komplen‘lPé'l"i‘tqarrm RVARLTEZR 2
oly za '19aza
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8f/DNA_replication_en.svg




INICIACE ReplikaCE dsDNA

Na kazdém ze znazornénych chrmomozomu je patrna pritomnost jedné
centromery, na terminalnich koncich jsou naznaceny telomery a je
naznacena pritomnost vice mist ORI - pocatkul replikace dsDNA.
Chromozomy jsou naznaceny v riznych fazich bunécného cyklu.

G1 S G2 M G1 G1
sekvence
pocéatku
replikace
—_— ——— — —_— +
centromera i
telomera \
replikaéni kinetochor Y
bublina dceriné
chromozom

y



INICIACE ReplikaCE dsDNA

® Navazani iniciacnich proteinu na rozpoznavaci
sekvenci pocatku replikace (ORE)

® DNA helikaza zacina rozevirat dsDNA - dva
oddélené retezce.

® Navazani proteinu podilejicich se na syntéze
dceriného vlakna DNA..... ;

\._\.‘
.\
r pohy

® Udrzet vtakna rozdélena pak pomahaji
proteiny SSB'proteiny.

—_— pocatky repllkace —
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Molecular Biology of the Cell, Fourth Edition, Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis,
Martin Raff, Keith Roberts, Peter Walter, 28/02/2002




INICIACE ReplikaCE
@SN 70va aktivita DNA polymeraz 573

vyzaduje pritomnost 3 volného hydroxylu pro
spusteni replikace. Nutnost syntézy RNA primeru
na uvolnéne Leadig Strand
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http://www.biology.arizona.edu/molecular_bio/problem_sets/nucleic_acids/03t.html




ELONGACE Replikace dsDNA

® Aktivita DNA-polymeraz:

© DNA polymeraza __| - syntéza vedouciho fetézce.
- DNA polymeraza v - v komplexu s primazou syntéza

opozd'ujiciho Feté;ﬁﬁmmg
. Ell"lewl / | 5'
- DNA polymeraza synthesized

2O Synthesized o T
pevné drzena 3 R

G

Direction of

na misté sviraci Replication Fork
. vs s Okazaki Fragments Movement
proteiny (tvorici
posuvnou svorku, |
DNA clamp). 5’ = L
5' 3 5'3' P
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Okazaki Fragments

http://www.biology.arizona.edu/molecular_bio/problem_sets/nucleic_acids/03t.htm



OKAZAKIHO FRAgmenty

Vedouci fetézec _ Opozd'ujici se retézec
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L = Lt %- - e —_— 3
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{==" Smér pohybu replikacni vidlice ==p

Temlat pro syntézu noveého fetézce DNA

http://www.studiumbiochemie.cz/
nejnovéji nasyntetizovand DNA replikace.html#4

® Syntéza DNA pouze ve sméru 5°-3°.
® Vedouci a opozd'ujici se retezec.

® Ve smeéru 3" -5" prodluzovana DNA diskontinualné
po kratkych usecich = Okazakiho fragmenty.
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Molecular Biology of the Cell, Fourth Edition, Bruce Alberts, Alexander Johnson, Julian Lewis,
Martin Raff, Keith Roberts, Peter Walter, 28/02/2002




ELONGACE Replikace dsDNA

S
3l
DNA-ligaza
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Uvod do molekularni biologie - Dil 1:Stanislav Rosypal, 4. vydani, 2006




terminace Replikace dsDNA

@ E u ka ryOt.i C ké Parental DNA
chromozomy jsou L L
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Copyright © Pearsen Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.
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telomery

® Chromosomalni DNA
eukaryot ma na svych
koncich specialni
sekvence - telomery

http://www.net1news.org/sites/default/
files/imagecache/Home_immagine_evidenza/

© Telomery neobsahuji  tetomero.jpg
strukturni geny, ale jsou
tvoreny kratkymi sekvencemi, ktere se mnoho-
nasobné opakuji.

® Lidske telomery - sekvence TTAGGG (opak.
100x - 1000x).




Telomeraza

® Enzym katalyzujici syntézu telomerickych koncu
(bohatych na G).

® Obsahuje sekvence RNA komplementarni k
telomerickym sekvencim - templat pro
prodlouzeni 3 "konce telomery.
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terminace Replikace dsDNA

Co ztracime véekem
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jsou kc,,’é;.,é gasti - telomery zkracuji, pfipadné dochazi i k zastaveni déleni buriek.
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