Replikacija, odrzavanje i
preslagivanje genomske DNA

UmnaZanje (replikacija) DNA

Dvije identitne
kopije - kéeri

Replikacija DNA vrlo je sloZen proces

Replikacija DNA obuhvaca:

+ razmatanje dupleksa roditeljske DNA i
razdvajanje dviju niti

+ potpuno i tocno kopiranje svake od roditeljskih
niti DNA

+ pribavljanje potrebnih koli¢ina sva Cetiri
deoksiribonukleotida za sintezu novih niti DNA

+ pribavljanje potrebnih koli¢ina histona za

organizaciju nove DNA u nukleosome i pakiranje
u kromosome (6x10° / 200 x 8 = 240 000 000)

Enzime koji umnaZaju DNA nazivamo
DNA-polimerazama

Opca reakcija DNA-polimeraze je:
(dNMP), + dNTP = (dNMP),., + PPi

- DNA-polimeraze uvijek sintetiziraju novi lanac u
smjeru 5" — 3’

+ DNA-polimeraze ne mogu zapoceti (inicirati)
sintezu novog lance DNA
- zapoéinje ju primaza (RNA polimeraza)

- DNA-polimeraze kopiraju DNA s vrlo visokom
toénoséu
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potetnice kalupa potetnice kalupa
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U replikacijskim rasljama sintetiziraju se
oba lanca DNA (i 5'>3' i 3'>5")
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Zaostajuéi (tromi) lanac sintetizira se u
kratkim Okazakijevim fragmentima

sirteza Dhazabijva
ragmenta

* Bakterijski Okazaki fregmenti dugi su oko 1000 - 2000 nukleotida i
njihova sinteza traje oko 2 sec.
+ Eukariotski Okazaki fragmenti dugi su svega 100 - 200 nukleotida

Sinteza DNA pocinje kratkom RNA pocetnicom
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DNA-polimeraza uklanja RNA-pocetnicu, a
DNA-ligaza zatvara pukotinu u DNA
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Helikaza razmata dvolanéanu DNA, a
proteini koji se veZu za jednolancanu DNA
stabiliziraju jednolanéanu DNA
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Topoizomeraza uklanja napetost u strukturi
nastalu zbog razmatanja uzvojnice
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’.:.-'::-\ e Telomeraza je reverzna-

. transkriptaza koja replicira
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telomere koristeéi
unutarnji RNA kalup
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Telomere se cirkulariziraju i
tako Stite kraj kromosoma

Korektivna aktivnost DNA-polimeraze
uklanja pogresno ugradene baze

ugradnja G ,
umijesto A sinleza se nastav lja .
ugradnjom odgovarajude
baze (A)
5

polimeraza izrezuje :

krivo spareni G Tijek likacii dui

5 pomody 3 —e 5 J om rep ” acije ugraduje sg svega
egzonukleaze Jjedna pogresna baza na svakih 10°.

DNA polimeraza I katalizira tri reakcije

+ polimerizaciju nukleotida u smjeru 5' > 3'
- sinteza nove niti DNA
hidrolizu polinukleotida u smjeru 3' — 5
- korektivna aktivnost

Koliko su ceste pogreske u replikaciji
DNA?

Razlika u slobodnim
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Ostecenja u DNA popravljaju se na viSe
nacina
1.Izravni obratom oSteéenja

2.Popravak izrezivanjem nukleotida (nucleotide
excision repair - NER)

3. SOS odgovor - popravak sklon pogreskama

4. Rekombinacijski popravak

Pirimidinski dimeri nastaju kad se DNA
izlaZe UV zracenju
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DNA-glikozilaze uklanjanju
modificirane baze iz DNA

deaminacijom citozina ‘ d
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deaminacijom gvanina ( (

— hipoksantin
l DMA gheosylase

¢ ¢
LIl

Popravkom izrezivanjem baze uklanja se
oSteCena baza iz DNA
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Popravak
izrezivanjem .
nukleotida uklanja
vele segmente
DNA s obje strane -
mjesta oSteenja
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Ostecenja popravka izrezivanjem uzrok su
nasljedne bolesti kseroderma pigmentozum

preosjetljivost na svjetlo, 2,000 puta veéa uestalost raka koZe

Popravak povezan s transkripcijom aktivira
se kad oSteéenje blokira RNA-polimerazu
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Popravak krivo sparenih baza kod prokariota
temelji se na razlikama u metilaciji starog i
novog lanca DNA

Popravak sklon pogreskama aktivira se kad
Je DNA jako oStecena

nomalna replikacija
blokirana timinskim dimerom

W
'rT(
nastavljanje normalne
DMNA-polimeraza replikacije
sklona pogriekama
usmjerena
ka mjestu lezije

popravak lezije
Zrezivanjem
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SOS odgovor

- induciraju ga agensi koji oStecuju DNA

- jednolanéana DNA potice autolizu LexA proteina
koji je represor recA, uvr A i uvr B gena
+ SOS odgovor omoguéava popravak i onih
oSteéenja koja normalno nije moguée popraviti

- unistena je informacija s obje niti DNA

- popravak sklon pogreskama (error - prone)
- DNA-polimeraze sklone pogreskama

+ SOS odgovor je mutagen, tj. uzrokuje mutacije
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U rekombinacijskom o=
popravku o$teéena N
DNA zamjenjuje se :
neo$teéenom
molekulom

Dvolanéane lomove u DNA mogucée je popraviti
homolognom rekombinancijom

onizirajude sradenje

homologna i g

rekombinacija ( ™~y spajanje krajeva
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izgubljene baze
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popravak bez pogrjetaka

pubitak baza na krajevima

Apoptoza je jedan od naéina na koje se
organizam brani od mutacija

+ apoptoza je programirana smrt stanice
+ uzrokuju ju razli¢iti agensi koji oStecuju stanicu
- znalajna oSteéenja DNA takoder uzrokuju apoptozu

- brojna oSteéenja u molekuli DNA rezultirat ée
znacajnim brojem mutacija od kojih neke mogu biti vrlo
opasne za organizam (npr. tumorska transformacija)

- organizam se brani od te opasnosti i $titi svoj
originalnu geneticku informaciju tako da potice
samouni$tenje potencijalno opasnih stanica

-+ apoptoza je jedan od osnovnih kontrolnih mehanizama
kod viSestani¢nih organizama

Rekombinacija DNA

* Homologna rekombinacija
- Rekombinacijski popravak DNA
- Rekombinacija homolognih kromosoma u mejozi
- ne mijenja se sadrZaj genoma

+ PRESLAGIVANJE GENA
- Mjesno-specifi¢na rekombinacija
+ Nije nuZna potpuna homologija sljedova
+ Preslagivanje imunoglobulinskih gena
- Transpozicija
+ Posredovana DNA intermedijarima
+ Posredovana RNA intermedijarima (retrotranspozicija)

- Amplifikacija gena
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l?i'if( M stvaranjem Hollidayeve
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podrutje heteraduplikss

Hollidayeva veza
moZe se razrijesiti
na dva nacina




RecA je jedan od
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Protein nazvan integraza uvodi dvolancane
lomove u DNA i katalizira rekombinaciju

Varijabilna podrucja imunoglobulina
omoguéuju specifiéno prepoznavanje svih
stranih antigena

varijabilno podrucje
b N

konstantno

podrucje ‘\ /&

teski lanac

Mjesno-specificna rekombinacija omoguéuje
preslagivanje gena za imunoglobuline i stvaranje
velik broj razli¢itih protutijela

Susumu Tonegawa

Somatska mutageneza igra vaznu ulogu u
stvaranju visokoafinitetnih protutijela

+ varijabilne regije protutijela mijenjaju se brzinom od
10-3 promjena po nukleotidu po generaciji
+ to je viSe no milijun puta brZe od brzine spontanih
mutacija u drugim genima
+ tofan mehanizam nije poznat
B limfociti Cija protutijela évrSée veZu antigen se
brze dijele - mikroevolucija protutijela
* s vremenom protutijela sve ¢vriée veZu antigen, tj.
postaju sve bolja
+ IgM uvijek ima manje pojedinacne konstante
vezanja, ali to nadoknaduje pentamernom
strukturom
zbog somatske mutageneze je ukupni repertoar
protutijela bitno veéi od 11,000,000,000 koliko ih
moZe nastati rekombinacijama postojeéih gena

Protutijela stupaju u vrlo bliske molekularne
interakcije s antigenom

kompleks protutijelo-antigen
(peptid iz influenca virusa)

a-lanac f-lanac

Varijabilna podrucja
receptora T-stanica
takoder se preslaguju
mjesno-specifiénom
rekombinacijom, no kod
njih nije pronadena
somatska mutageneza

varijabilno

citosol

citoplazmatska membran|




Mjesno-specificnu
rekombinaciju
imunoglobulinskih

gena kataliziraju
specificni proteini
RAG1 i RAG2

RAG proteini prepoznaju sljedove
rekombinacijskog signala (RS)
smjeStene uz kodirajuce sljedove
svakoga genskog podruéja i poticu
preslagivanje DNA uvodenjem
dvolanéanog loma izmedu RS slijeda
i kodirajuéeg slijeda.

Transpozoni su pokretni geneticki elementi koji

ne trebaju homologiju za premjeStanje
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DNA-transpozoni

&ine oko 3% [ L e |

ljudske DNA . 'Ei[-
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Transpozicija posredovana
RNA-intermedijarima puno
je sloZenija i ukljucuje
== replikaciju transpozona

Ljudska DNA sadrZzava oko :‘—.?"
3.000.000 kopija retrotranspozona r
koji ¢ine oko 40% genoma. E-u
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Ponavljajuéi sljedovi ¢ine preko polovine
ljudskoga genoma

Tablica 4-1. Repetitivni sljedovi u humanom genu

Vrsta sekvence Broj kopija Dio genoma
Ponavljanje jednostavnih sljedova® = 1.000.000 =10%
Retrotranspozoni
LINE 850,000 21%
SINE 1.500.000 13%
Elementi slicni retrovirusu 450,000 8%
300,000 3%

DNA transpozoni

“ Kolicina ponavljanja jednostavnih sliedova procijenjena je prema udjelu heterokromating
u ljudskom genomu.

Znacajna uloga u evolucijil

Integracijom DNA nastale obrnutim
prepisivanjem doradene mRNA nastaju
doradeni pseudogeni

epzon 1 intron 1 egzon 2 intron 2 egron 3
5 i
= B3 ! -
l transkripcija
primami
transkript
prekrajanje
dodatak poli-A repa

I § AAAA
reverzna transkripcija
integracija na novo kromosomsko mjesto

doradeni pseudogen

U odredenim tipovima stanica dolazi do
kontrolirane amplifikacije pojedinih gena

DA

Amplifikacija gena
Cesta je i u tumorskim
stanicama.




Herceptin se primjenjuje kod raka dojke koji
ima povecanu ekspresiju HER2 receptora
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Prekomjerna ekspresija HER2 (jedan od receptora za
epidermalni faktor rasta) javlja se u 20%-30% slu¢ajeva raka
dojke i povezana je s loSom prognozom.
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