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Replikacija DNK

Replikacija DNK - ta¢na duplikacija
dvolanc¢anog molekula DNK.

Tako ¢elija moZe stvoriti dve genetski
identi¢ne Cerke Celije.




Replikacija DNK

Sinteza novih lanaca se odvija polimerizacijom nepolimerizovanih nukleotida koji
se komplementarno sparuju sa odgovarajuéim nukleotidima u matri¢nom lancu.



Replikacija DNK

Svaki novi molekul DNK nastao procesom replikacije sadrzi po jedan roditeljski
lanac i jedan novosintetisani lanac, sto znaci da je replikacija DNK

semikonzervativan proces.
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Replikacija DNK - poéetna mesta replikacije

Replikacija zapocinje na odredenim sekvencama DNK koje se nazivaju

pocetna mesta replikacije. Ona su bogata AT parovima koji se

lakse raskidaju.

> Potreban je veliki brojn pocetnih mesta replikacije da bi se
hromozom efikasno replikovao. (prokariote 1 poletno mesto

replikacije)

» ~ 30,000 u jednoj Celiji sisara.
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Replikacija DNK - poéetna mesta replikacije

Od poletnog mesta replikacije, sinteza novih
lanaca odvija se u oba pravca, i oznacava kao
dvosmerna.

Na svakom poéetnom mestu replikacije postoje
dva aktivna regiona u kojima se formira novi
polinukleotidni lanac.

Zbog svog karakteristi¢nog oblika slova Y ovi
regioni se nazivaju replikacione viljuske.

Replikacioni mehuri¢ koga grade novosintetisani
regioni DNK izmedu dva regiona originalne DNK, je
posledica prisustva dve replikacione viljuske koje
se krecu u suprotnim smerovima.
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Replikacija DNK - poéetna mesta replikacije

Bakterije- jedno pocetno mesto replikacije (40 minuta)
Eukariote- viSe pocetnih mesta replikacije (radioaktivni timidin)
Replikaciona viljuska-oko 50 NT/sek

Prosecan hromozom 150 miliona NT

Vreme potrebno za replikaciju je oko 800h

Veoma je koordinisano vreme ukljucivanja pocetnih mesta u
replikaciju

Pocetna mesta replikacije (20-80) se grupisu u replikacione
jedinice

Unutar replikacione jedinice pocetna mesta su razdvojena sa po
30 000- 300 000 NT



Replikacija DNK - poéetna mesta replikacije

Poletna mesta replikacije su mesta vezivanja |

1) dnaA tetramer
on hinding site

proteina koji zapolinju replikacioni proces i

nazivaju se proteini inicijatori.

HAepeat sequence
e nucleotides

Proteini inicijatori se u viSestrukim kopijama, 2 l

vezuju za poletna mesta replikacije.
Uvijajuéi dvostruki heliks DNK oko sebe

oni obrazuju veliki protein—-DNK kompleks.

Open region
of ori C

Formiranje ovog kompleksa omogucava

pocetno odvajanje dva lanca DNK
(raskidanje H veza i razdvajanje dva lanca)
i ukljucivanje drugih proteina koji

ucestvuju u procesu replikacije.

dnaA tetramer
is displaced

complex



Replikacija DNK - proteini koji pomaZu otvaranje DNK
heliksa ispred replikacione vil juske

DNK helikaza

> enzim koji katalise kontinuirano

razdvajanje dva lanca DNK Proteini koji stabilizuju

> hidrolizuje-{ATP 1 Cf‘f“é no mfn\!a 5w . jednolancanu strukturu
konformaciju vrseci mehanicki rad : kﬁ-\

> razdvaja 1000 nukleotidnih parova >SN
u sekundi. h

Dva tipa helikaze-dominantna je na vode¢em lancu
DHA Polymarase -

{Lagging Strand)

DNK Helikaza
Proteini koji stabilizuju jednolanc¢anu

strukturu (Single Strand Binding

Protein, SSB; 3 subjedinice) 5

> vezuju se za jednolanéani DNK molekul

> spre€avaju medusobno sparivanje o Tbccadks N et Gaaat)
komplementarnih baza, pomazu helikazi

> sprecavaju degradaciju DNK lanca pod
uticajem nukleaza

> ne pokrivaju baze

> ne koriste ATP

> ne pokazuju nikakvu enzimsku aktivnost.

DNK helikaza i proteini koji
stabilizuju jednolancanu strukturu
ne rade sekvencijalno vec
simultano.



DNK Helikaza




Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

Glavni enzim koji katalise vezivanje slobodnih deoksiribonukleozid 3-fosfata
u rastuci lanac DNK je

DNK polimeraza. (1957)
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

Zajednicka svojstva svih poznatih
DNK polimeraza su:

»ne mogu da iniciraju sintezu DNK 'de novo
katalisanjem polimerizacije slobodnih ANTP
- mogu ih dodavati samo na prethodno
sintetisani pocetni lanac RNK, koji je
vodoni¢him vezama vezan za matricu.

» mogu da sintetisu DNK samo u 5'— 3’ pravcu
- dodaju deoksiribonukleozid trifosfate na
3’ hidroksilnu grupu rastuéeg lanca,

3’ end of strand

5’ end of strand

template
strand

3’ end of strand

1l 1 1l
“O- ll’-O— II’—O- fl’-O--CH2 O,
O~ o O
pyrophosphate
OH

incoming deoxyribonucleoside triphosphate

AR
0=p-0"

?

5’ end of strand



Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

RNK polimeraze mogu zapoceti sintezu
'"de novo .

DNK primaza

> je RNK polimeraza

> katalise polimerizaciju ribonukleozid
trifosfata

» nastaju lanci RNK (3-10 nukleotida),
komplementarni roditeljskim lancima DNK
na replikacionoj viljusci - RNK pocetnica.

RNK pocetnica ¢ini stabilnu strukturu na
koju se dodaje novi lanac DNK, koji
pocinje da raste gradeli kovalentne veze
sa 3’ hidroksilnom grupom RNK.

3!

J

Strand segment
>. synthesized by
priming enzyme

IEEERER =<

J\

DNA —»
template
strand

Strand segment
> synthesized by
DNA polymerase

' 3
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

Oba lanca DNK sluze kao matrice za
sintezu DNK.

S obzirom da se sinteza novog lanca vrsi
samo u 5'— 3’ pravcu kontinuirana sinteza |itiation

oba lanca na jednoj replikacionoj viljusci S

nije moguca.
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

» Jedan lanac se sintetise kontinuirano,
dok se drugi gradi u malim fragmentima,
koji se sintetisu unazad u odnosu na
pravac replikacione vil juske.

Initiation

» Ovi mali delovi novosintetisanog lanca st
se nazivaju Okazaki fragmenti.
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

» Kontinuirano sintetisani lanac se
5!

: ,. 3
naziva vodeci lanac
> Diskontinuirano sintetisan lanac se
. Lo ° Lo EI
haziva prateci (zaostajuci) lanac.
rrafeéi
anac
Vodedi ;’f
lanac
3I

3 5 5



Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

> Vodeci lanac DNK - poseban
molekul RNK pocetnice
neophodan samo na pocetku

replikacije

> Pratedi lanac - molekuli RNK
pocetnice se sintetisuu

intervalima.

Replication
origin (Oric)

Single-strand

indi | \ Lagging
binding protei \\\\\\\ ONA ‘

Rep protein
(Helicase)

dnaB-dnaC Primase

complex Okazaki
fragment
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

Uklanjanje RNK pocetnice sa 5
kraja Okazaki fragmenta vrsi

udruzena

» 5’3" egzonukleazna aktivnost

DNK polimeraze i

> aktivnost enzima RNaze H

DNA

Single-strand
binding proteiny "

Rep protein ?
(Helicase) \\
.4
¥
W \

dnaB-dnaC Primase
complex

Replication
origin (Oric)

strand

Okazaki
fragment
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

DNK ligaza
> katalise spajanje Okazaki
fragmenata duz prateceg

lanca.

» funkcionise jedino kada joj

je supstrat dvostruki heliks

Replication
origin (Oric)

Leading strand

Single-strand

binding protein/ Lagging

strand

Rep protein
(Helicase)

\ | " ”llm N

dnaB-dnaC Primase

complex Okazaki

fragment
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Replikacija DNK - sinteza komplementarnih lanaca

Step 1
5 3

A

LA,

Replisome

in

‘!lvmerase |
ligase

Pol
an

T
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Kako se osigura da pocetno mesto replikacije bude aktivno samo
jedanput?

Za pocetno mesto replikacije se vezuje veliki multimerni
kompleks-ORIGIN RECOGNITION COMPLEX (ORC)

Interakcija ORC sa poCetnim mestom replikacije je stablilna.
Prereplikativni kompleks protiena, koji sadrzi helikazu i CdC6 i
Mcm proteine, se veze za ORC u 61 fazi. S faza zapolinje
aktivacijom protein kinaze....do inaktivacije kinaze

Novi nukleozomi se organizuju iza replikacione vil juske

CHROMATIN ASSEMBLY FACTOR-vezan za replikacionu
viljusku pakuje novosintetisanu DNK u nhukleozom



Replikacija DNK - problem uvijanja dvostrukog heliksa

Problem uvijanja dvostrukog heliksa fokom replikacije prevazilazi
se pomoéu enzima

topoizomeraza



Replikacija DNK - problem uvijanja dvostrukog heliksa

DNK fopoizomeraze su enzimi koji pokazuju aktivnost reverzibilnih nukleaza.

Topoizomeraza 1

Linkage number = n Linkage number = n+ 1

—_—- - — —_—
Nick of one - D Intact strand Ends of broken
strand of DNA — passes through strand are ligated

braak

fent (b) el {d)



Replikacija DNK - problem uvijanja dvostrukog heliksa

Topoizomeraza II

\\ Stabilize 4/ Break
|| positive (+) S back
| . node -. segment y

| :;i Step 1 Step 2
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Replikacija DNK - replikacija telomera

Telomeraza je reverzna transkriptaza i pripada posebnoj klasi DNK polimeraza
koja sintetise DNK sa RNK maftrice.

/paren!al strand

| TTGGGGTTGOGGTTGGGGTTG
| AYal LA
5'\. . .
Telomerase incomplete, newly synthesized lagging strand
binds
3I
I TTGGEETTGEGLGTTEGGGGTTG
| AACCCE ACCCCAAC telomerase
Telomerase synthesis
extends 3" end l telomerase
RMA-E lat
(RNA-templated with bound

DMA synthesis) RNA template "

I TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
AAcCCe ACCCCAAC
Completion of

lagging strand
by DMA polymerase

(DMA-templated
DMA synthesis)

3‘

TEEGGTTGGGGTTGGGGTTG
AGeccAaaccee

| TTGGGGTTAC
e AACCCC &

——
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GGGTTG — Tetrahymena
GGGTTA - Ljudi(~10,000 puta uzastopno ponovljena sekvenca)



Replikacija DNK - DNK polimeraze

Celije eukariota poseduju 5 razli¢itih DNK polimeraza

o, B, v. 0, E.

DNK polimeraza o
> U kompleksu sa primazom vrsi sintezu kratkih poletnih segmenata DNK lanca
> Gradena iz 4 subjedinice.
- Najveéa subjedinica poseduje polimeraznu i 3'>5' egzonukleaznu aktivnost.
- Dve manje subjedinice pokazuju primaznu aktivnost,
- Cetvrta subjedinica spre¢ava da enzim funkcionide kao nukleaza.
DNK polimeraza 3
> sintetiSe vodeli i pratedi lanac
> popunjava praznine izmedu Okazaki fragmenata
DNK Polimeraza B
> ne uestvuje u samoj replikaciji
» ima 5'—3’ egzonukleaznu aktivnost
ucestvije u popravci gresaka nastalih u toku
sinteze DNK.
DNK polimeraza vy
> nalazi se u mitohondrijama
DNK polimeraza ¢
» Uloga nije jos razjasnjena.




Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

Greske u molekulu DNK nastale tokom replikacije mogu biti popravljene :

> U toku replikacije DNK
- uloga DNK polimeraza

> Posle replikacije DNK
- delovanjem enzima koji direktno modifikuju izmenjene baze
- isecanjem dela osteéenog lanca DNK

- rekombinacijom nakon replikacije



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

U toku procesa replikacije DNK polimeraza:

» PomaZe u izboru odgovarajuce baze koja se
ugraduje u novosintetisani lanac, adaptiranjem
na konformaciju odgovarajuéeg para

» Ukoliko ipak dode do pogresnog sparivanja
baza selektivno iseca pogresno sparenu bazu sa
3’ kraja novosintetisanog lanca.
- Ispravljanje greske omogucava 3'— 5’
egzonukleazna aktivnost DNK polimeraze
- Zna¢i DNK polimeraza ima sposobnost da
prepozna (engl. proofreading) i sama koriguje
gresku (samokorigujuéi enzim).

Potreba za postojanjem ovakvog nacina
ispravljanja gresaka nastalih u foku replikacije
objasnjava zasto se proces replikacije moze
odvijati samo u 5’ -3’ pravcu.

Domain of Pol |

), containing 5'-3' exo site

RNA primer
(to be removed)

Direction of
movement of

DNA polymerase
along the template

Klenow
fragment

Newly
synthesized
DNA
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Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

DNK je stabilan geneti¢ki materijal, ali je kompleksan pa i osetljiv organski molekul,
tako da i pri normalnim uslovima moze da dode do spontanih promena koje bi dovele do
mutacija ukoliko bi ostale nepopravljene.

Guanine Cytosine Thymine Adenine

v\)l*; Q - J\

NHz

\CH

Nukleotidi mogu biti modifikovani
- oksidativnim osteéenjem
- hidroliti¢kim atakom

- metilacijom



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

Spontana deaminacija
citozina u uracil
(100 baza dnevno u jednoj Celiji)

Hidroliza N - glikozidne veze

(adenina i guanina) sa

deoksiribozom-depurinacija -

\ \ Cytosine Uracil
I I
| | H20
o :\"/‘\N \
| | )
| (':, . o NH3
| I %
:O=E_O_CH2 '
! |
! — [
___\\I |
| ! Guanine !
| 1
[ 0 H20 -
i
i N -H '
| H{ T/\N J_,E | depurinated
| B L -H i depurinate
ol N- “\N//AE ! L .sugar
:o=+—o—cuz | 0=|:>—O—CH2 OH|
[ o !
I
I
DNA 0 ! DNA
chain H_/H - f\ EN,,H chain
A | _n-H
N N |T'|
H H
Guanine

(oko 5000 baza se gubi dnevno u nte1ee7 wiey-Liss, inc.

svakoj humanoj celiji )



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

Pairing of hypoxanthine with cytosine

H
H [

HMC“E,N\H"U
5 | | CH
Cytosine “%H/é\,/

Hypoxanthine

Pairing of uracil with adenine
H
Haﬁc““cf’ﬂ“HHN/H
A b
T N
Uracil H%”féxN\/

Adenine

Pairing of 7- ethylguanine with thymine

7-Ethylguanine Thymine

0]

Ch
ot
NN W

v |

—=

Thymine {ionized} Guanine

H
N.p"
N‘<KH
i i
H'xN,-'H' —
'.-I"J H—
’/N 'N,_,H" o
1)
7 N

Adenine (ionized)» Guanine (syn)

{0

Mt
“H

H L]
.,
i, "o
<‘Nf\w H
H
N N/)\H'f
| I
H

Cytosine (ionizedy Guanine
Hoogsteen

o]

Hemijske modifikacije uti¢u na
uspostavljanje vodoniénih veza

Jonizovane forma baza se
pogresno sparuju (nizak pH)



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

| I I
: ' |
GzzzC GZIZC
T:--—A uv T A
—_— |
T ==ZA (hn) T A
AT A-ooT
I
|
| i |

Formation of thymine
dimer on one strand

H “CH3

Dimerizacija susednih pirimidinskih nukleotida nastaje kada se ¢elija izloZi
UV zracima (sunceva svetlost).



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

Isecanje i popravka baze- DNK
glikozilaze

6 tipova enzima:

Za deaminisane C

Za deaminisane A

Za alkilirane baze

Za oksidovane baze

Za baze sa otvorenim prstenom

Za baze sa redukovanom = vezom

Uracil DMA
glycosylase

J Apurinsko-apirimidinsko mesto

DMA polymerase
plus DNA ligase

Popravka isecanjem baze



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

FANZA NI NN N
Multienzimski kompleks @3 <
prepoznaje mesto ostecenja
WDOOOIPREDOC
H
e _H-\-,I___'/_i./_rd P
'
Stvaraju se prekidi sa DV
obe strane lezije - .
E r"'u:x.l'
e — "'/-"f:;_n.nm
Pridruzena DNK helikaza NN T
uklanja ¢itav deo osteéenog lanca Y
%HFG m
DNK polimeraza i ligaza N2 7 m
popunjavaju hastalu prazninu l
§ o

Popravka isecanjem nukleotida



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

Prekidi oba lanca se takode mogu efikasno popraviti

Prekide ovog tipa uzrokuju:

- jonizujuée zracenje

- oksidativni agensi

- greske u replikaciji

- neki metabolicki proizvodi u Celiji

Ove greske ublazavaju dva razli¢ita mehanizma:

- nehomologo spajanje krajeva sa gubitkom jednog ili vise nukleotida

- homologo povezivanje krajeva
Potrebni su posebni proteini za rekombinaciju koje sparuju sekvence
dva hromozoma i priblizavaju ih. Tada se replikuje neosteéeni
hromozom i popravlja gresku



Replikacija DNK - ispravljanje gresaka

Signal v

o 53]

Protease

lexA
pmtein

Signal (moze biti i viSak jednolancane DNK)
aktivira recA protein koji unistava
regulatorni protein za gen koji normalno
vrsi represiju sinteze velikog seta gena za
SOS odgovor

Repair genes

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

SOS odgovor- povecana sinteza vise od 15 enzima popravke

Izaziva izlaganje Celije neuobicajeno visokim temperaturama






Rekombinacija DNK

< Opsta rekombinacija

e homologa rekombinacija

< Rekombinacija specificna za mesto

e transpoziciona rekombinacija specificna za mesto
- DNA - transpozoni
- retrotranspozoni sli¢ni retrovirusima
- heretrovirusni retrotranspozoni

e konzervativna rekombinacija specificna za mesto



Rekombinacija DNK

Opsta rekombinacija
e homologa rekombinacija

Hamologous DNA duplex

L ] &
g
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Rekombinacija DNK

Opsta rekombinacija
e homologa rekombinacija

r Patch recomblinant heteroduplex ! r Splice recombinant heteroduplex

Copyright © 1997 Wiley-Liss, Inc.

Holliday junction



Rekombinacija DNK Rekombinacija specifiéna za mesto

e transpoziciona rekombinacija specificna za mesto
- DNA - transpozoni
- retrotranspozoni sli¢ni retrovirusima
- heretrovirusni retrotranspozoni

e konzervativna rekombinacija specificna za mesto

Rekombinacijom specifichom za mesto kreéu se specifi¢ne nukleotidne sekvence
zvane mobilni genetski elementi izmedu nehomologih mesta u genomu.

MoZe promeniti redosled gena i uvesti nove gene u genom.
Mobilni genetski elementi 100 - 10,000 nukleotidnih parova.

Transpoziciona rekombinacija specifi¢na za mesto ne zahteva homologiju
izmedu donorskog i akceptorskog mesta

Specific¢ni enzim - transpozaza deluje na specifi¢ne sekvence na krajevima

Transpozona izdvajajuci je od preostalog DNK molekula, i zatim je ubacuje na
novo mesto u DNK.



Rekombinacija DNK -rekombinacija specifiéna za mesto

e transpoziciona rekombinacija specificna za mesto

- DNA - transpozoni
- retrotranspozoni sli¢ni retrovirusima
- neretrovirusni retrotranspozoni
o konzervativna rekombinacija specificna za mesto

|
Target | IGTCATI |
DNA | CAGTAI |

l

Generation of a staggered
Step 1 break by transposase

Ligation of transposon to

protruding end of target DNA

Transposon

e ! [GTCATI |
| C A G T Aot e B

Generation of flanking
Step 2 direct repeats through
repair of gaps

Direct repeats

—— i
I G e G ] ¢ A 11 |
[ [CAGTAE T IO A G Al |
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Rekombinacija DNK -rekombinacija specifiéna za mesto

Oppositely oriented Identically oriented
recombining sites recombining sites
abc cha abc cha
1—5’54‘:,» 4 (= 1 >
Intervening
segment

Recombination

Recombination ]
site

site

abc
(CEy <
\_ +
Intervening Intervening S
segment segment is
is inverted deleted and
incorporated
into circular DNA >

(b) (a)
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Genetsko preuredenje uzrokovano transpozonima



Rekombinacija DNK -rekombinacija specifiéna za mesto

e transpoziciona rekombinacija specifi¢na za mesto
- DNA - transpozoni
- refrotranspozoni sli¢ni retrovirusima
- neretrovirusni retrotranspozoni

e konzervativna rekombinacija specificha za mesto

Bacterial attachment

i Phage
te (attB
site { ) attachment Integrated
site (attP) Integration: . 2 phage DNA
A integrase (INT} (7 + ) (prophage)
IHF [
L | = atiR
/= point of Excision:
(/ CrOSSOVEr ) phage  integrase (INT)
E. coli chromosome FIS + XIS
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