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Replikacja DNA jest bardzo ztozonym procesem, w
ktorym biorg udziat setki biatek.

Replikacja jest semikonserwatywna.

Jest procesem enzymatycznym — polimeraza DNA.

Jest napedzana hydrolizg ,wysokoenergetycznych wigzan”.
Odbywa sie przy wspotudziale biatek wigzgcych sie z DNA:
histonéw i wielu innych.

Jest procesem niezwykle doktadnym a pojawiajace sie btedy
majg powazne konsekwencje - choroby.

Synteza DNA odbywa sie w kierunku 5’->3’.

Aktywny region replikacji nosi nazwe widetek
replikacyjnych, obie nici syntetyzowane sg w
skoordynowany sposob.



Ni¢ DNA stuzaca za instrukcje do syntezy nowej nici zwie sie
nicig matrycowa. Semikonserwatyzm replikacji oznacza, ze
nowa podwaojna ni¢ DNA sktada sie z jednej nici starej
(matrycowej) i jednej nici nowo zsyntetyzowanej.
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1. Rozplatanie nici 2. Replikacja 2.Zakonczenie replikacji i
powstanie nici potomnych

Aktywny region replikacji DNA nosi nazwe widetek replikacyjnych
(ang. replication fork).



Czasteczke DNA ulegajaca replikacji mozna zobaczy¢ w mikroskopie elektronowym. Na ulustracji
przedstawiono schemat replikacji kolistego chromosomu bakteryjnego. Widelki replikacyjne
rospoczynaja kopiowanie chromosomu w $cisle okre§lonym miejscu zwanym ori i przesuwaja si¢ w
przeciwnych kierunkach az do spotkania. W wyniku tego procesu powstaja dwie koliste czasteczki
potomne.

Kolisty chromosom bakteryjny

ok. 4 min par zasad




Synteza DNA odbywa sie poprzez tworzenie wigzania fosfodwuestrowego pomiedzy
nukleotydem wbudowanym w taniicuch a trifosforanem deoksyrybonukleozydu. Reakcja
syntezy nowej nici DNA jest katalizowana przez enzym polimeraze DNA. Nowy tancuch

DNA rosnie w kierunku 5’->3’. Z termodynamicznego punktu widzenia reakcja jest
napedzana przez hydrolize pirofosforanu.
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Polimeraza DNA dziata w dwdch trybach —
polimeryzacji (P) i edycji (E). Jesli
polimeraza wprowadzi btedny nukleotyd
do nowej nici, zmienia sie jej ksztatt i
wchodzi w tryb edycji. Staje sie wtedy 3’-
5’ egzonukleazg odcinajgc btednie
wprowadzony nykleotyd. 3’

Po usunieciu btednego nukleotydu
polimeraza wchodzi w tryb polimeryzacji i
kontynuuje replikacje DNA.



Z powodu antyrownolegtego uktadu nici DNA i syntezy nowej
nici odbywajgcej sie w kierunku 5’>3’, widetki replikacyjne s3
asymetryczne, tzn. jedna nic jest syntetyzowane ciggle (nic¢
wiodgca ang. leading strand), a druga (ni¢ opdzniona, ang.
lagging strand) - w kawatkach zwanych fragmentami Okazaki.
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Polimeryzacja DNA jest bardzo doktadnym procesem.

Etap replikacji Prawdopodobienstwo btedu

Polimeryzacja 5’-3' DNA 10~
Korekcja 3’-5" przez polimeraze 102
Korekta btedéw przez MRS 102
Razem: 1079

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Helikaza

Aby mogta zajsc replikacja,
komplementarne nici muszg
zostac rozdzielone. Proces ten
wymaga dostarczenia energii.
Pochodzi ona z hydrolizy ATP.
Rozdzielanie jest katalizowane
przez biatko zwane helikazg DNA.
Helikaza zwykle sktada sie z kilku
identycznych podjednostek
tworzgcych pierscien obejmujacy
jedng z nici DNA. Enzym,
hydrolizujgc ATP, porusza sie
wzdtuz nici rozsuwajac
komplementarne pasma.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Polimeraza DNA nie jest w stanie
rozpoczacC syntezy komplementarnej
nici od nowa. Moze dobudowywac
nowe nukleotydy do istniejgcego juz
pasma DNA lub RNA sparowanego z
matrycg. Poczatek syntezy nowej
nici wymaga wiec startera (ang.
primer). Jest nimi krotki (10 nt)
odcinek RNA syntetyzowany przez
prymaze DNA. Nastepnie
polimeraza DNA dobudowuje do
startera kolejne deoksynukleotydy.

Prymaza (polimeraza RNA

jednoniciowym DNA.

) zalezna od DNA) wigze sie z

-

—D

Nastepuje potaczenie
dwadch pierwszych
nukleotydéw. Rozpoczyna
¥V sie synteza startera RNA.

&

/

Prymaza konczy synteze
startera. Polimeraza DNA
moze, poczgwszy od startera,
rozpoczgc¢ synteze nowej nici

—

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Sposob replikacji DNA na nici l
opodznionej. Startery (ang. primers) 3 5/

ztozone z RNA powstajg co ok. 200 5’
nukleotydow. Po wypetnieniu luk l
przez polimeraze DNA, startery sg 3 5’

degradowane przez RNaze H. .
Polimeraza DNA zndéw zapetnia luki. l
Pasma DNA sg scalone przez ligaze 3 5

DNA. 5’

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2002)



Przebieg reakcji ligacji katalizowanej przez ligaze DNA — ten enzym jest
rowniez powszechnie uzywany w inzynierii genetyczne,;.
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Po rozdzieleniu komplementarnych pasm przez helikaze DNA powstajg fragmenty
jednoniciowego DNA wykazujgce tendencje do tworzenia krétkich, dwuniciowych
fragmentow o strukturze spinki do wtoséw. Stanowig one przeszkode dla polimerazy.
Problem likwiduje biatko wigzgce jednoniciowy DNA (ang. single strand binding protein -
SSB), wigzace jednoniciowe fragmenty w sposéb umozliwiajgcy polimerazie syntezg
nowego tancucha.

Helikaza
! —
/ Struktura spinki do wloséw
utrudniajaca replikacje.
Polimeraza DNA
syntetyzujgca nowa nic.
_—>

Biatko wigzgce jednoniciowe DNA (SSB)

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Ruchoma obrecz

Biatka pomocnicze i

Polimeraza DNA jest \ ATP
utrzymywana na \
matrycy przez ruchoma O
obrecz (ang. sliding DNA
clamp) — chroni to

polimeraze przed
tatwym odpadaniem od
matrycy.

Polimeraza DNA

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Schemat elementdw obecnych w obrebie widetek replikacyjnych.

Polimeraza DNA z ruchoma

~) obreczg syntetyzujgca nié
\ wiod3aca.
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Helikaza
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Prymaza
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— Matrycowa ni¢
/ DNA
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Starter
RNA
Biatko wigzgce jednoniciowy Nowy fragment
DNA. Okazaki na nici Polimeraza DNA z ruchoma
opoznione;j. obreczg syntetyzujgca nic
opdzniona.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Replikacja DNA nie rozpoczyna si¢ w
dowolnym miejscu lecz w obrebie
dobrze zdefiniowanych sekwencji w
czasteczkach DNA. Sekwencje te sa

dobrze poznane 1 latwe do
wyodrebnienia u organizmow
prokariotycznych  (bakterie) 1 u

jednokomorkowych eukariotow (np. u
drozdzy). Wystepuja rowniez u
cztowieka ale sa trudniejsze do
zdefiniowania. Sekwencje bakteryjne
(0 nazwie ori) oraz drozdzowe (o
nazwie ARS) stuza w klonowaniu
molekularnym do inicjacji replikacji
plazmidow.

Specjalna sekwencja nukleotydéw
stuzgca za miejsce inicjacji replikacji.

<

Biatka inicjatorowe wigzg sie z
poczatkiem replikacji i
dokonujg lokalnego roztgczenia
komplementarnych nici DNA.
Tworzg sie warunki do
zainicjowania replikacji przez
prymaze budujgcg startery dla
polimerazy DNA.

Ksztattujg sie dojrzate widetki
replikacyjne przesuwajace sie
w przeciwnych kierunkach od
miejsca poczatku replikacji.
Kazde z widetek zawierajg nié
wiodacg i ni¢ opdzniona.
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Topoizomerazy zapobiegajg zaplataniu sie DNA w trakcie replikacji i rozdziatu
chromosomow do komadrek potomnych. Rozplatanie nici DNA przez helikaze
generuje tzw. skreceniowe naprezenie — gdy jest ono bardzo duze uniemozliwia
dalsze rozplatanie. Topoizomeraza | przecinajgc wigzanie fosfodwuestrowe
jednego z pasm umozliwia swobodny obrot wokét drugiego wigzania co likwiduje
naprezenie.

Czasteczka DNA nie moze sie swobodnie

Helikaza rozplata podwajna helise DNA obracac ze wzgledy na zwigzanie z biatkami
chromatyny. Rozwiniecie 10 par
nukleotydéw powinno by¢ skompensowane
obrotem catej helisy o 360°.

W czgsteczce DNA wystepuje
naprezenie skreceniowe
uniemozliwiajgce dalsze
przesuwanie sie helikazy.



Topoizomeraza | rozwigzuje problem naprezenia skreceniowego powstajgcego
w trakcie rozplatania czgsteczki nie mogacej sie swobodnie obracac.
Topoizomeraza odwracalnie przecina wigzanie fosfodiestrowe jednej z nici
DNA. Cata czasteczka moze swobodnie obracac sie wokoét wigzania obecnego
na drugiej nici.

Topoizomeraza | generujgca
przeciecie jednej nici DNA

Rozplatana ni¢ moze
swobodnie obracac sie wokot
pozostatego wigzania
fosfodiestrowego.

Topoizomeraza poprzedza
helikaze w ruchu wzdtuz
matrycy DNA.



Topoizomeraza Il powoduje naciecie podwadjnej nici DNA i przejscie jednej czgsteczki poprzez
druga. Umozliwia to rozplatanie czgsteczek DNA. Topoizomeraza |l dziata jak nozyczki
utatwiajgce rozplatanie dtugiej poplatanej nici. Jednak w przeciwienstwie do nozyczek
naciecia wprowadzane przez topoizomeraze sg odwracalne i nie pozostawiajg sladu.

o Topoizomeraza ll

L Topoizomeraza wigze jedng
. B z helis i dokonuje
przeciecia obu
komplementarnych nici nie
Splatane uwalniajgc jednak ich
podwdjne helisy koAcow.
DNA
Przy pomocy Topoizomeraza
tomoizomerazy |l 5 UW?Inl.a.ob!e
jedna z helis helisy i liguje
przechodzi w dwur}lClpwe
poprzek drugiej. pekniecie.

Podwadjne helisy DNA po replikacji sg o
mocno posplatane. Przed podziatem

chromosoméw do komérek potomnych

helisy muszg zosta¢ porozplatane.



DNA ulega replikacji w towarzystwie nukleosomow. Po replikacji
obie nowe czgsteczki DNA otrzymujg nukleosomy z czgsteczki
matrycowe;j. Brakujgce histony zostajg wyprodukowane w czasie
replikacji DNA dzieki translacji licznych kopii gendw kodujgcych
biatka histonowe.

A
)

Chromatyna matrycowa

| Y
W

. a\U
da @ v

o

- —

Nowo zsyntetyzowane histony uzupetniaja
brakujgce czesci nukleosoméw w ]
chromatynie potomne;. Zrodto: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Maszyneria replikacyjna




Po replikacji nowe czgsteczki DNA s3 nawijane na dodatkowe
nukleosomy, ktore rowniez ulegajg modyfikacjom
kowalencyjnym tak aby odtworzy¢ pierwotny uktad
chromatyny.

Chromatyna matrycowa ze
zmodyfikowanymi
histonami i (lub)
zmodyfikowanym DNA

Po replikacji potowa Enzymy odtwarzajgce stan chromatyny rozpoznaja
sktadnikow chromatyny nie modyfikacje starych sktadnikéw i odpowiednio

jest zmodyfikowana gdyz modyfikujg sktadniki nowe.Po replikacji potowa
powstata de novo. sktadnikdw chromatyny nie jest zmodyfikowana gdyz

powstata de novo.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Rozne fragmenty DNA ulegajg replikacji w roznym czasie. Na ilustracji
przedstawiono wybarwione fragmenty DNA przyktadowego chromosomu
ulegajgce replikacji w roznych fazach cyklu komoérkowego. Replikacja
DNA zawartego w komorce cztowieka zwykle trwa ok. 8 godzin.

Wczesnie replikujace Fragmenty replikujace Péino replikujace
fragmenty 0-2 godz. w srodku fazy S 3-5 godz. fragmenty 5-8 godz.

Chromosom,

replikujgce fragmenty
schematycznie zaznaczono
na 2¢6tto.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)




Jak zreplikowac koncowke liniowej czgsteczki DNA.

5’ 3
>
DNA <€
3’ 5’
5’ 3
>
5 2
problem 3
: : >
rozwiqzanie
5 b

5)

3,



Telomeraza rozwigzuje problem replikacji konca liniowej
czasteczki DNA.

Niekompletnie zreplikowana

3’ koricowka DNA Telomeraza — enzym
e TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG ztozony z czesci
e AACCC
5’ biatkowej i krétkiego

odcinka RNA - jest ona
W gruncie rzeczy
odwrotng
transkryptaza.

s TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG
e AACCC

I Telomeraza wydtuza
koniec 3’ nici DNA.

s TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTG

e AACCC —)

3}
e TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTIGGGGTTGGGGTTGGGGTT
s AACCC -

5)
Tak wydtuzony fragment pozwala maszynerii
replikacyjnej na powielenie koncowki DNA.

Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Telomery s3
zakonczone tzw. petlg T
(ang. t loop) co ma
odroznic je od
podwadjnych pekniec
czasteczki DNA.



Przyktad zréznicowanej dtugosci telomerdw w komodrkach utrzymujacych je przy
pomocy telomerazy oraz w komédrkach wykorzystujgcych do tego celu
mechanizmy rekombinacyjne.
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Na podstawie: Rusin i in., Mech Ageing Dev. 2009 Aug;130(8):528-37.



Schemat eksperymentu, ktory wykazat, ze istnieje w
komorce mechanizm pozwalajgcy utrzymac optymalng
dtugosc telomerow.
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Na podstawie: Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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