Podvajanje DNA

Podlaga za podvajanje oz. replikacijo
DNA je tvorba Watson-Crickovih
baznih parov med bazami v DNA.
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Podvajanje DNA

Podvajanje DNA je semikonzervativno.

starSevska DNA

prva generacija

druga generacija

{
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(b) konzervativna
replikacija



Replikacijske vilice

Del DNA, kjer v nekem trenutku poteka podvajanje DNA, imenujemo replikacijske oz.

podvojevalne vilice.
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IDENTICAL DNA MOLECULES

DNA MOLECULE



Podvajanje DNA pri prokariontih

Pri E. coli se podvojevanje zacne na enem tocko
dolo¢enem mestu (mesto ori) in poteka v obeh
smereh hkrati. Ta model imenujemo theta (0).
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Podvojevanje DNA pri evkariontih

Pri evkariontih se podvojevanje vsakega -
kromosoma zacne na ve¢ mestih hkrati verigi

hc¢erinski verigi izhodisca replikacije

in kot pri prokariontih poteka v obeh

smereh, v obliki t.i. replikacijskih @

mehurckov. l
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DNA polimeraze

Encimi, ki katalizirajo podvojevanje DNA, se imenujejo DNA polimeraze.

Lastnosti DNA polimeraz:
- Za delovanje potrebujejo matrico — starSevsko DNA
- PodaljSevanje nastajajoce verige vedno poteka v smeri 523 — matricna DNA se bere v smeri 3‘>5°

- Ne morejo zaceti DNA verige popolnoma na novo — za zaCetek delovanja rabi zacetni oligonukleotid

- Lahko imajo eksonukleazno aktivnost (sposobnost odcepljanja nepravilno sparjenih baz)
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DNA polimeraze

Encimi, ki katalizirajo podvojevanje DNA, se imenujejo DNA polimeraze.

Pri E. coli poznamo pet DNA polimeraz (knjiga omenja 3), pri ¢loveku jih je ve€ kot deset.

E. coli:
DNA-polimeraza
lastnosti | I 1l
molekulska masa [Da] 103 000 88 000 900 000
stevilo polipeptidnih podenot 1 4 10
hitrost polimerizacije 16 - 20 7 250 - 1000
(stevilo nukleotidov, ki se dodajo v 1 s]

eksonukleazna aktivnost 3'—=>5' da da da
eksonukleazna aktivnost 5'—3' da ne ne

DNA polimeraza lll je glavni encim pri podvojevanju DNA v E. coli, ostali dve sodelujeta pri
kontrolnem branju in popravljanju napak.



Eksonukleazna aktivhost DNA polimeraz

eksonukleazna aktivnhost 3‘>5°
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Okazakijevi fragmenti

Ker sinteza nove verige DNA lahko poteka le v 5‘23‘ smeri, se lahko v smeri gibanja
replikacijskih vilic kontinuirno sintetizira le ena veriga DNA — vodilna veriga. Druga veriga —
zastajajoCa veriga — se sintetizira diskontinuirno v ve¢ fragmentih, imenovanih Okazakijevi
fragmenti.

smer gibanja
replikacijskih vilic

| TR e
vodilna veriga

zaostajajoca veriga ll]

(Okazakijevi fragmenti) starSevski verigi

3’ l“



Podvajanje DNA

odvijata dvojno vijacnico
helikaza 4
DNA-giraza

starsevska DNA
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Podvajanje DNA
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Podvajanje DNA
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Podvajanje DNA

Poglavitni proteini, ki sodelujejo pri podvojevanju DNA

protein vioga

helikaza Katalizira razpiranje dvojne vijacnice DNA.

DNA-giraza Pomaga pri odvijanju dvojne vijacnice DNA.

proteini SSB Stabilizirajo enojni verigi DNA.

primaza Katalizira sintezo zacetnega oligonukleotida RNA.

DNA-polimeraza lll Katalizira podaljsevanje verige DNA.

DNA-polimeraza | Katalizira zamenjavo ribonukleotidov v zacetnem oligonukleotidu z deoksiribonukleotidi.
DNA-ligaza Katalizira sintezo manjkajoce fosfoestrske vezi med Okazakijevimi fragmenti.
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Telomere

Pri ¢loveku je prisotnih ve¢ ponovitev zaporedja AGGGTT. Dodatno so telomere stablizirane s
posebnimi proteinskimi kompleksi, s katerimi skupaj tvorijo specificne prostorske strukture.

Telomere

Cell

The telomeres form caps at
the ends of chromosomes.
They contain a unique DNA
sequence which is repeated
several times.

/
Chromosome
/

_— 13
166G TTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGG T T
CCAACCCCAACCCCAACCCCAACCCCA 4

;’;;QJ The DNA sequence varies slightly

between species. The one shown
here is from Tetrahymena.

Telomere

http://lwww.hudsonalpha.org/education/outreach/basics/telomeres

http://lwww.anti-agingfirewalls.com/2011/03/27 /the-epigenetic-regulation-of-telomeres/



Telomere

Pri ¢loveku je prisotnih ve¢ ponovitev zaporedja AGGGTT. Dodatno so telomere stablizirane s
posebnimi proteinskimi kompleksi, s katerimi skupaj tvorijo specificne prostorske strukture.
Telomere podaljSujejo encimi telomeraze. Ko se telomere skrajSajo na dolo¢eno minimalno
dolzino, se celice nehajo deliti.

Telomere Shortening

Chromosome _% ﬁ—{:@ —[8

Cell

©

As cells divide
over time...

Telomeres, end caps that A
protect the chromosome ...telomeres shorten, and eventually cell division stops.

http://www.wholehealthinsider.com/newsletter/2012/a-genetic-solution-to-slowing-aging-and-preventing-disease/



Mutacije

Mutacija je sprememba zaporedja baz v DNA. Obsegajo lahko od enega nukleotida do

posameznih regij kromosomov.

Mormal DNA SequenfezlAG-rICGAl

Cadon 1 Codon 2

Base Suhstitutiun:lAG-IﬁAGA|

Codan 1 Codon 2

Insertion: |AT G;I‘CGIA

Codon 1 Codon 2 Codon 3

Deletion: | ATCIG A

Codon 1 Codon 2

Tockovne mutacije v zaporedjih, ki
kodirajo za proteine, povzrocijo
spremembno zaporedja proteina.

Chronic myelogenous leukemia

Philadelphia
chromosome

/

.

22 q-

Figure 21-3a
Kuby IMMUNOLOGY, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

translokacija dela kromosoma pri levkemiji.



Mutacije

Mutacija je sprememba zaporedja baz v DNA. Obsegajo lahko od enega nukleotida do
posameznih regij kromosomov.

V celicah mutacije popravljajo popravljalni mehanizmi.
Spontane mutacije nastanejo med obicajnimi celi¢nimi procesi.

- napake pri podvojevanju (frekvenca 10 do 10 pri podvojevanju oz. 101 ob
upostevanju popravljalnih mehanizmov)

- spremembe baz zaradi hidroliticnih reakcij



Popravljanje napak na DNA

Osnovni mehanizem
popravljanja napak v E. coli

nckomplementarni bazni par
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Hidroliza baz

odcep baze (v ¢loveski celici do 10.000 na dan)
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Tavtomerija baz

Baze v nukleotidih lahko obstajajo v vec tavtomernih oblikah. Alternativni tavtomeri so sicer
redki, a obCasno privedejo do mutacij, ker tvorijo ne-Watson-Crickove bazne pare.
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Inducirane mutacije

Dejavnike okolja, ki povzrocajo mutacije, imenujemo mutageni.

lonizirajoCe sevanije:
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O—MH
g
H

(hidroksilni radikal) *OH '/ H
K' I1

DNA

#" “3(]
L

radikal DNA

l verizna reakcija

prekinjena veriga v DNA

Prelome enojne verige je relativno enostavno popraviti, prelome dvojne verige pa bistveno tezje.



Inducirane mutacije

Dejavnike okolja, ki povzroc€ajo mutacije, imenujemo mutageni.

UV sevanje:

Pirimidinski dimeri povzrocajo napake pri podvojevanju DNA (zamenjave C s T). Napake odpravljajo DNA-
fotoliaze. Pirimidinski dimeri so eden glavnih mehanizmov razvoja koznega raka.



Inducirane mutacije

Dejavnike okolja, ki povzrocajo mutacije, imenujemo mutageni.

Kemijski mutageni — analogi baz:

Br O
/ NZ NN
N—H )\ |
S
A H,N~ SN IT
deoksiriboza O deoksiriboza
(a) 5-bromouracil (b) Z-aminopurin
zamenja T in se povezuje z A ali G. zamenja A in se povezuje s T ali C.

Vgradijo se v DNA in povzrocijo vgradnjo napacnega nukleotida pri naslednji delitvi.



Inducirane mutacije

Dejavnike okolja, ki povzrocajo mutacije, imenujemo mutageni.

Kemijski mutageni — alkilirajoca sredstva:
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Modificirajo baze in povzrocijo nastanek napacnih parov ob podvojevanju (prikazan je le en primer).



Inducirane mutacije

Dejavnike okolja, ki povzrocajo mutacije, imenujemo mutageni.

Kemijski mutageni — interkalatorji:

Vrinejo se med baze v DNA in
povzrocajo insercije/delecije.

interkalirajoce
sredstvo

spremembe oblike
dvojne vijacnice
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(a) etidijev bromid (b) akridin-oranzno



