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REPLIKACIJA DNK
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1957.9.
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Hemizam replikacije DNK

THICARIIN T IT B

- — princip komplemantarnog sparivanja baza (AT i GC)
— specificno prepoznaju dezoksiribonukleozidtrifosfate i stene
geometrije-pravilno sparenih nukleotida

e __q_——-

Formiranje fosfodiestarske veze
Izmedu novog dezoksiribonukleotida | Growing  Template Growing

strand strand strand

3'-OH kraja rastu ¢eg lanca DNk g

Novi lanci naspram starih (matrice)  ERSEe

Nukleofilni napad 3’-OH grupe
__rastuceg lanca nao-P atom dNTP;

DNK polimeraze; pirofosfatna

hidroliza NTP — energija za

formiranje fosfodiestarske veze P @ SN@y Fyrophosphateion

: . . / \
Neorganska pirofosfataza hidrolizuje 0 0©

. i . . Phosphate ions
pirofosfat — energija za dalju sintezu }
polinukleotidnog lanca.

ey




= OPSTI PREGLED REPLIKACIJE

= DNK molekuli

Replikativna viljuska; dve replikativne viljuske —
proces

= Novosintetisani-lanci u 5’-3’ pravcu

* Vodedi | zaostajwl (Okazakijevi fragmenti) lanac —
semidiskontinuirani proces

= Replizom

bidirekcioni

mesto pocetka

/ replikacije
72\

replikacione

viljuske
! -
pravac replikacije

™" teta struktura
DMK polimeraza

o . ) ﬁﬁ : Ly LA
o T yiljuzka
\\\‘ ; p—— RN prajimer

Ckazaki fragmenti
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Slika 7.5. Replikacija bakterijske DNK.



ENZIMI REPLIKACIJE

- . pohpeptldnl lanac . — =

— Ne zapd@inje novi lanac, v& dodaje nukleotide na prajmer (polimerazna
aktivnost); ugraduje 20tak nukleotida (procesivnost broj nukleotida koji
polimeraza ugraduje u kontinuitetu kada se veze za prajmer-matricu)
efikasnost(broj ugra denih nukleotida u jedinici viemena — 10/s)

— Aktivna samo u prisustvu matrice - 76000

— Egzonukleazna aktivnost u 3'-5’ i 5’-3’ fraament

smeru

— Tri aktivha centra

subtilisin

— Kineti ¢ka selekcija— polimerazna reakcija se odvija samo u prisustvu...
komplementarnog nukleozid trifosfata kao supstrata;prepoznaju
. geometriju iIspravno sparenog baznog para (A-T, G-C)
“"DNK polimeraza ll, IV, V
— Polimerazna aktivhost u smeru 5’-3’
— Egzonukleazna aktivnost samo u 3’-5’ smeru
— Uloga u reparaciji oSte&eene DNK




= DNK polimeraza lll (replikaza) @
— Sinteza najveteg dela DNK, ugraluje 3 otrljajuéaklema

S e |

PoL N

" nukleotida/s (efikasnost)
Multimerni kompleks, oko 10 vrsta
subjedinica
Jezgrood a (polimerazna akt.), ¢
(egzonukleazna akt.) B

Subjedinicap je dimer prstenastog
oblika sa centralnom Supljinom (Kklizeta
klema) gde prolazi DNK

v kompleks (pet proteina) — nosé
klize¢e kleme— otvara prestenastu
strukturu klize ¢e kleme i vezuje/odvaja
je za/od DNK lanca;

— ZaKklizeéu klerfl_u_se vezujey kompleks ke d ‘} f ou mz

~ili jezgro DNK polimeraze Il oS ®; y,

— 1 protein (deoy kompleksa) vezuje dve '  aopiee 0
DNK polimeraze lll (polimerazu ' ;}! ' “ji':,“““'"‘
vodefeg i polimerazu zaostajieg lanca) ""“"""“"

MEHANIZAM POSTAVLJANJA KLEME POMOCU PUNJACA KLEME
NA DNK PRAJMER, | POVEZIVANJE DNK POL U KOMPLEKS




DNK polimeraza Il (replikaza)
— Egzonukleazna aktivhost u 3’-5’ smeru —

~iviodel sake (dlan- polimeraznal
egzonukleazna aktivnost i prepoznavanje
ISpravno sparenog baznog para; prst+ prolazi
jednolanéani-deo matri¢nog lanca,
omogutavaju zatvaranje ispravnog baznog

para; palac — odrzava polozaj prajmera,
odnosno novosintetisane DNK)

Mismatched

Exonuclease
hydrolysis site

Figure 24-7. The 3— 5  exonuclease function of DNA polymerase |,
Copyright 19988 John Wiley and Soms, Inc. All nghts resenved

\ Primer -template
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= RNK polimeraza i primaza

sa DNK lancem matricom slobodna 3'OH grupa
— Primaza povezuje ribonukleoziddifosfate; zapdinje sintezu
novog lanca

— RNK pol. | primaza sintetiSu prajmere za vodéi lanac, a
samo primaza za Okazakijeve fragmente

Prokaryotic RNA Polymerase:
Holoenzyme Enzyme

Subunit Size #/Molecule Function

o 36.5 kD 2 chain initiation and interaction
with regulatory proteins

[-} 151 kD chain initiation and
elongation

f_’.' 155 kD DNA binding

8] 70 kD promoter recognition



= Rnaza H — speciféno

= -DNK ligaza

— Povezuje 3’-OH kraj
jednog O. fragmenta sa 5’-
PO, susedno

— Supstrat dvolanéana DNK

— Energija hidrolize NAD*
(prokarioti) i ATP
(eukarioti)




= DNK helikaze
— Masine na ATP pog SSB proteini (proteini koji

~ se u smeru 5’3 i 3 5’ _ — —
— 12 razli¢itih enzima (DnaB, - VeZUJU se kooperativno za

DnaC) pojedinac¢ne lance DNK

— T protein vezuje istovremeno
helikazu ijezgro DNK ingle-Strand DNA-Binding (SSB) Protein
polimeraze Il

3

5-/-\._/'"

l ds DNA breathing

P

NH2 . @

SsSB non-cooperative binding
,\. : /‘ {m k}
ENEEEEENEEENENNENEEENEEEE COOH

ATP -
g,
C-terminal
ADP +Pj flap displacement

HNENENENEEENENEEEEE
\-‘-——-—/

ATP cooperative binding
( 3 (strong)
' w—
7

binding also occurs on opposite strand




= DNK topoizomeraze -meamaiuttgaomgedijjumudéiuléa NN

dvolancane zavolnlce DNK oslobdajum moIekuI-tenzue
uvrtanja

— Preseca jedan lanac DNK prekidanjem fosfodiestarske veze,

vezuje se za njega | kroz “prolaz” provi&i drugi lanac;
energija iz prekinute veze za stvaranje nove fosfodiestarske

veze Type | topoisomerase
(nicking-closing enzyme)

OH

rotation ligation
of free
3' end




DNK topoizomeraza Il
— Bakterijska (DNK ziraza) —

. molekula DNK, umetanje
negativnih supernavoja
— _Omotavanje dvolantane DNK (oko

200 bp) oko enzima, raskidanje obe
lanca (uz ATP), 5’ krajevi vezani za pozomeraz | spaane

/ { jednolanéani

R

enzim, kroz “prolaz” enzim proviaci , ), mekid

segment DNK u pravcu negativnog ) | ‘g

YA

o o o o o ) ‘Q" ‘ .,.;;,,‘-‘,“-‘ .‘_,»".' etaknuti| M
supernavoja, prekinuti krajevi se /| / fert

PONOVO spajaju (¥ f
— Novobiocin i nalidixic |

- — Eukariotske DNK topoizomeraze |l
~ —relaksiraju molekul DNK
~ uklanjaju ¢i supernavoje DNK
— Pakovanjem DNK sa histonima
uvode se negativni supernavoji, a
topoll uklanja stvorene pozitivne
supernavoije.




MEHANIZAM REPLIKACIJE KOD PROKARIOTA

INICIJACIJA

prepoznaju replikator)
Mesta patetka replikacije — lokusoriC, 250 bp

4 x 9 bp za koje se vezuje proteibnaA (oko 30 subjedinica), a uz poméHU
proteina DNK"se obavija okoDnaA = inicijacioni kompleks

3 x 13 bp (u blizini lokusoriC), dosta A=T, olakSano razdvajanje lanaca DNK

DnaA protein katalizuje hidrolizu ATP | energiju koristi za razd vajanje lanaca—
formira se otvoreni kompleks

Proteini DnaC (nos& helikaze) se vezuju zi
suprotne krajeve otvorenog kompleksa, vezuju i
helikaze (DnaB)- preinicijacioni kompleks °““°f°“‘§,

AT

PRIMAZA, HELIKAZA,




Formiranje dve replikativne viljuske
Helikaze vezuju najpre primaze (sintetiSu prajmere na vodém lancima), a zatim se za

a svaku replikativnu viljusku se vezuje po jedan holoenzim DK pollmeraze I (za
vodece lance); holoen2|m sadrzi dve kopije DNK polimeraze llI

Nakon toga se sintetiSu prajmeri na zaostagim lancima, vezuju se se klizé& kleme i
jedna od dve DNK-polimeraze Il iz holoenzima

REGION BOGAT AT DnaA BOKS

OSLOBADANJE
PRIMAZA \ HELIKAZE]
PREPOZNAVANJE PRILAZ PRIMAZE DNK VEZIVANJE yE71vANJE ZA
DnaA PROTEIN

ORI C L) B Pmmnzo
=8 e :

55]5”“ “inicijacinnu
mesto

elongaciong
mesto

: \l KLIZECA KLEMA ELONGACIJA INICIJACIJA
POLII

ATP-DnaA

ofﬂ
M ODMOTAVANJE DNK

ATP DnaA
ADP DnaA

POLII HOLOENZMI

BIDEREKCIONA REPLIKACIJA




= ELONGACIJA
— Napredovanje replikativnih viljuski ide u oba

< Okazakijevi
fragmenti

- Sinteza vodéeg i zaostajtteg1anca je
iIstovremena; dimer holoenzima DNK pol Il

Vodeci lanac: sinteza prajmera — RNK polimeraza - 4

(aktivira primazu) | primaza (sintetiSe prajmere) B osedifnac
DNK polimeraza Ill nastavlja sintezu lanca . zasstauti lanac
Zaostajuéi lanac: u fragmentima, polimerizacija u O
pravcu suprotnom od kretanja replikativne
viljuske

Primozom — primaza, helikaze, pet razRitih —

proteina, kre¢e se u 5’-3’ smeru 9%mm@

Smer sinteze prajmera | Okazakijevih fragmenata
je suprotan smeru kretanja primozoma

Okazakijevi fragmenti se sintetiSu ukljuéivaﬁjem
sledeih enzima: Primaza, DNK pol Ill, RNazaH,
DNK pol |, DNK ligaza

Duzina Okazakijevih fragmenta kod bakterija @WMWHWW
Iznosi od 1000-2000 nukleotida, a kod eukariota [ s
od 100-400 nukleotida. =

pravac replikacle

DMK polimerazalll




woded primaza

. lanac
RME prajmer

pol Il ‘ qj
1"|C)
Ckazaki fragmenti

o e, e pol | \ @
g __a g DK ligaza I/_\W
DRk - o g :l, |
polimeraza N Ilh.f

R ligaza 6\5

prajmer

-
pravac replikacije

DMK polimeraza

~ viljuska

\POFRIVFVEFD +e

topoizameraza




Trombonski model replikacije
Vodedi | zaostajuéi lanac se sintetiSu istovremeno

polimerazom Sse povezuje preka protel

Dve DNK polimeraze su povezane u replikativnoj vijisci

Petlja matrice zaostajuteg lanca (formira se, raste, nestaje)

Smenjivanje aktivnosti DNK polimeraze i primaze nazaostajuéem lancu
| © vodedi lanac |

| =
# __DNK polimeraza Il
| = L,‘mp}:_EE coed e vezivanje klizede kleme
' i gt DMK helikaza _ 5" Za Hovi prajmerna
— T

S
Eizeda kierma _“? o '? _—_____,/’/“-:/J/ £ zaostajucem lancu

5 3-0H e

£?.—-—-_..___:.‘_...:-c-:-m-:-.a 558 proteini
DMK polimeraza Il - o
4—‘"- \.___.-/

Okazakijev fragment

5
¥

DNEKE polimeraza
zavriava Okazakijev

fragment - g
Sintera prajmera

na zaostajudem lancu

5
3

P -~ vezivanje DNK polimerare za

>
E :'.a;" —_— oslobadanje klizedu klemu na hibridu
ﬁ“ primaze prajmer - matrica i poéetak
' ¥ g sinteze novog Okazakijevog

fragmenta
5
oslobadanje DNEK
pelimeraze

; Slika 7.18. Koordinacija sinteze vodeceg i zaostajuceg lanca u replikacionoj viljusci — ,,trombonski” model.




= TERMINACIJA

— 6x23 bp Ter E, TerD,
TerA, TeF, TerB i TerC),
propustaju RV u
terminacioni region, ali
sprecavaju izlazak iz njega

— Protein Tusvezuje se zdl er
segmente, interaguje sa
helikazom | spretava dalje
razdvajanje DNK lanaca

— DNK topoizomeraza Il
odvaja dva novonastala
kruzna molekula DNK




REGULACIJA REPLIKACIJE KOD PROKARIOTA

DnaA+ATP— DnaA-ADP —>|nterakcua sa kiselim fosfolipidima plazme gde
je vezan hromozom

Protein IciA vezuje se za ponovljene nizove od 13 bpouiC i inhibira
Inicijaciju replikacije
Stepen metilacije GATC na péetku ponovaka od 13 bp (Dam metil

transferaza) — protein SegA se vezuje za hemimetilam niz — inhibicija
replikacije




= TACNOST REPLIKACIJE DNK
GreSke pri ugradivanju novih nukleotida su 10*°

Tautomeric Forms of the Bases

common

4

Redak tautomerni oblik C
A se ugraduje u lanac
Adenine s ! i sparuje sa A

! C na 3"-OH kraju
,H E sada nije sparen sa A

imino form

*_@Cl@

Guanine

DNK polimeraza
se vrada unazad

Nespareni nukleotid (C)
se uklanja

H
o’
H3C
=
I |

keto form enol form

L
B ox




= 2. Mehanizam interakcije DNK polimeraze sa

— Druga faza: enzim proverava da li je novi nukleotidpravilno
sparen, ugraduje ga (konformaciona promena enzima) ili
odbacuje (izostaje k.p.e.)

= 3. Uloga prajmera: DNK pol | iskraja prajmer; smanj ena

verovatnoéa gresaka na pdéetku lance

= 4. Semidiskontinuiranost replikacije — problemi sa sitezom lanca
u 3’-5' smeru

— Nova polimeraza
— Terminalni nukleotid u obliku nukleozid trifosfata

~ — Ispravljanjem pogre3sno sparenog nukleotida ostajaldi
slobodna 5’-OH ili 5’-PO, grupa, koje ne mogu da obezbede
energiju za sledéu fosfodiestarsku vezu

S




MEHANIZAM REPLIKACIJE KOD EUKARIOTA

Replikacija pocinje istovremeno na mnogo mesta u
hromozomu i zavrSava se za nekoliko sati (vise
replikona)

ARS (autonomoudly replicating sequences) elementi -
mesta pd@etka replikacije, oko 300 bp sa evolutivho
ocuvanim nizovima nukleotida; u kvascu oko 400 ARS

Replikativni poceci se nalaze u intervalu £-300 kb -

genomc¢oveka ima 30000 rep. pé&

Replikon —region ARS gde zapéinje | odvija se
replikacija; replikator I inicijator

Sukcesivno aktiviranje ARS

= Regulatorni proteini

Inicijator - kompleks od Sest proteina koji prepoznge
oridzin (ORC - origin recognation complex).

ORC prepoznaje konzervativhu sekvencu u

replikatoru kvasca (A elemenat), i manje konzervisa =

B region; ORC se vezuje | hidrolizuje ATP; ORC
regrutuje replikacione proteine do replikatora.

REPLIKACIONA,

VILIUSKA,




= DNK polimeraze - oko 15 vrsta (obelezene
grckim alfabetom).

eparacija ostee
Replikacija hromozomske DNK (@, o 1 €)

DNK pol a od viSe subjedinica, primaza,
polimeraza; sinteza lanca u 5’-3’ smeru; e

nema egzonukleaznu aktivnost; niska [ ’: .
procesivnost

glavne replikaze - DNK polg (vode&ti
lanac) i DNK pol 6 (Okazakijevi
fragmenti); neograni¢ena procesivnost;
3’-5’ egzonukleazna aktivhost

+ PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) — klema, egozonukleaza

— DNK pol o iseca prajmer;
— Replikacioni faktori :
— RFA (uloga SSB proteina) i
— REC (nos& klizeée kleme PCNA;

formiranje aktivnih replikativnin | . e

_— I
ko I I I p I e kS a) &t Pol-u (DNA polymerase- o) O E:;T;E':::;:::mg o=l O Fen (flap endonuclease 1)
@ AFC (replication factor (=] * Pol-§ (DNA polymerase-5) O Lig1(DMA ligase I)

nastanak dva istovetna molekula DMK

pol 8/e

Lagging strand synthesis

) Primase




Polimeraza I " Polimerazap— —

DNK reper Osnovni ekscizioni reper

Polimeraza Ill Polimerazay

Replikaza Mitohondrijalna DNK replikacija i reper
Polimeraza IV Polimerazad

DNK reper, TLS(Trans Lesion Synthesis) DNK replikacija, osnovni ekscizioni reper

Polimeraza V Polimerazae

TLS DNK replikacija, osnovni ekscizioni rep
Polimeraza 6
DNK reper kroslinkinga
Polimeraza(
TLS
Polimerazai
Reper vezan za mejozu
Polimerazap
Somatske hipermutacije
Polimerazak
TLS
Polimerazan
TLS




Eukariotski hromozomi se replikuju samo jednom uéelijskom
ciklusu; Iinicijacija replikacije

Potrebnl uslovi
— dovoljan broj replikatora mora biti aktiviran na sv akom hromozomu
—-replikatori nakon.replikacije, bilo da su uc¢estvovali u inicijaciji replikacije ili da su pasivno
replicirani, moraju da ostanu inaktivni do sledete éelijske deobe.

1. Replikatorska selekcija - proces identifikacije sekvenckoja ¢e inicirati replikaciju (u
G1 fazi); spajanje multiproteinskog kompleksa na svakom replikatou u genomu |
formiranje pre-replikativnog kompleksa;

2. Aktivacija pojedinih replikatora u S fazi - DNK rasplitanje i regrutacija DNK
polimeraza.
Pre-replikativni kompleks (preRC) upravlja inicijacijom replikacije kod eukariota.

prepoznavanje replikatora od strane inicijatora (ORC); ORC od 6 proteina, vezuje ATP,
prepoznaje replikator i regrutuje druge proteine zareplikaciju.

ORC regrutuje dva proteina Cdc6 i Cdtl (punjafi helikaze).
ORC, Cdc6 i Cdtl regrutuju eukariotske helikaze u Wjusci (Mcm2-7 kompleks). —
Formiranje preRC ne mora da dovede obavezno do otvanja originalne DNK.

PTERC inicira replikaciju preko dve kinaze Cdk i Ddk; inaktivne u G1, aktivne u S fazi;
aktivirane kinaze se vezuju za preRC i replikatorne proteine fosforiligu ih.

Novi proteini: tri eukariotske DNK polimeraze i brojni prote ini potrebni za njihovu
regrutaciju; DNK pol €i o se vezu1u a zatim se vezuje DNK pal —primaza; sinteza
prvog RNK prajmera; punja ¢a klizeée kleme RF-C koji vezuje kliz&éu klemu PCNA
oko kompleksa prajmer matrica.




INICIJACIJA REPLIKACUE

Cdt1

Q PREINICIJALNI KOMPLEKS
&dc&

Mcm 2- ?
Mt;s1 0

POLIMERAZA ALFA/PRIMAZA 45 J’

prlkupljanje
remodellre’f

replikaciona
viljuska

DNK PREINICIACIONI KOMPLEKS

Leading strand

Replication fork
RNA progression

—_— DNA

PCNA (proliferating gl
nuclear antigany

gi) RFC (replication factor G} * Pol-8 (ONA polymerase-5) O Lig1(DNA ligase I)

d Pol-o [DNA pelymerase-ou) o Fen? (flap endonuclease 1)




Regulacija replikacije kod Eukariota

preRC putem ciklin zavisne kinaze
Cdk-2;
— (i) Cdk-2 su potrebne za aktivaciju .
preRC da bi-zapatela DNK replikacija; Cak activity low

— (i) Cdk-2 aktivnost inhibira formiranje | 'x_.,i
4

novih preRC. |

pre-RC formation zllowec na pre-RC activation

= Visoka Cdk aktivnost je potrebna za N7

postojanje preRC kompleksa za Fa vy
otpoéinjanje replikacije (S faza), ali ne T
dozvoljava formiranje preRC.
= Niska Cdk aktivnost je stimulativha za
formiranje novih preRC (G1 faza), ali Gk activity high
_Je neadekvatna da otp&ne DNK x
~ replikaciju inicijacijom L

novoform”—anlh preRC new pre-E0C formation inhibited existing pre-RC activation

= Cvrsta povezanost izmdu preRC
uloge, Cdk nivoa i fazecelijskog =
ciklusa - eukariotski genom se o9
rep”kuje samo jednom UéelijSkOm Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., puslisting as Benjamin Cummings
ciklusu.




= Replikacija DNK u telomerama
— Uklanjanje prajmera sa 3’ kraja matrice za lanac kgi zaostaje — ne moze

TTAGGG-3)

— Telomeraza = ribonukleoproteinski kompleks; RNK sadzi segment
komplementaran nizu u telomeri i taj segment sluzkao matrica za sintezu
3’ krajeva lanaca DNK (proces sléan reversnoj transkripciji)

telomeraza_ telomerazna k 2

e A R i o r N
e—— ’ & - o
o I telomeraza produzuje
.y ¥ % ' 3"-kraj telomere
5 —3' pOSlEdnJl : AL AT g N

4 _— Okazakijev & / -~
tra ij

3: ’
D S N e SR g fragment
klanjanje prajmera i |
349 DNK dodata na 3'-kraj
spajanje fragmenata R ‘ sluzi kao matrica za J
3 i § nepotpuno e e novi Okazakijev fragment
¥ . | / replikovana
3, e— > DNK
naredni ciklus l :
replikacije

9 w
,+ \4

telomera ponovo ima
jednolancani 3"-kraj

VW e W LW

|l+,+

1
—

hromozom skra¢en




