2. Funkce DNA: replikace — dédicnost

Tématem této prednasky je Funkce DNA: replikace jako molekuldrni podstata dédi¢nosti.
Pfednaska je soucasti modulu 1 Genetika zvifat, ktery je soucasti projektu ISAGREED. Vytvoreni
této prezentace bylo podporeno grantem ERASMUS + KA2 Inovace struktury a obsahu
studijnich program( v oblasti managementu ZivociSnych genetickych a potravinovych zdrojl
s vyuZitim digitalizace.

V ramci predndasky si nejprve vysvétlime pojem replikace a jeji vyznam, fekneme si néco o
modelech replikace a enzymech katalyzujicich tuto reakci. Podrobné si pak vysvétlime priibéh
tzv. semikonzervativni replikace.

Replikace DNA je proces tvorby kopii molekuly deoxyribonukleové kyseliny, ¢imz se geneticka
informace prenasi z jedné molekuly DNA do jiné molekuly stejného typu. Jedna se o proces,
ktery predchazi bunéénému déleni (mitéze nebo meidze) a je zakladnim predpokladem toho,
Ze po rozdéleni bunky ziskd kazda z dcefinych bunék DNA typickou pro dany druh. Béhem
déleni musi burika zkopirovat cely sviij genom, aby obé dcefiné buriky nesly stejnou informaci.

O navazujicich déjich, kterymi jsou transkripce a translace se dozvite v dalSich prednaskach.

O struktufe DNA jste jiz slySeli v predchozi prednasce, tedy pouze kratce zopakuji, Ze DNA je
sloZzena ze dvou komplementérnich polynukleotidovych vidken (neboli fetézci) stocenych do
Sroubovice (neboli helixu). Tato vldkna jsou vzdjemné spojena vodikovymi mastky na zakladé
komplementarity mezi bazemi nukleotidl, kdy adenin je vidy spojen s thyminem a cytosin s
guaninem. Komplementarita je zakladnim predpokladem toho, Ze nové syntetizovany retézec
bude odpovidat pdvodnimu.

Na kazdém zvldken rozlidujeme tzv. 3'a 5 konec. Retézce jsou navzajem orientované
antiparalelné, coz znamena, Ze proti 5'konci jednoho fetézce lezi 3’konec retézce druhého a
naopak.

Replikace DNA probiha tzv. semikonzervativné, coz znamen3, Ze kazda nové vznikld molekula
se skldda z jednoho fetézce plvodni molekuly DNA, tzv. templdtu a jednoho fetézce nové
dosyntetizovaného na zakladé komplementarity bazi. Jako templat, neboli matrice, mohou
slouzit obé vldkna plivodni molekuly DNA.

V minulosti byl navrhovan i tzv. konzervativni model replikace, ve kterém obé vlakna dcefiné
DNA jsou nové syntetizovana a obé templatova vlakna rodicovské molekuly jsou ponechdna
v pGvodnim sloZeni. Tento model uZ je ale v soucasné dobé prekonan podobné jako model tzv.
disperzni replikace, ktera produkuje dvé Sroubovice, ve kterych kazdé vldkno obsahuje
stfidajici se segmenty staré a nové DNA.

Replikace je katalyzovana fadou enzymd. Jsou to predevsim DNA polymerdzy, které katalyzuji
na matricovém fetézci DNA syntézu komplementarniho vldkna DNA z deoxyribonukleotid(.
Tato schopnost se nazyva endonukledzova aktivita. Polymerace probihd vidy ve sméru od
5’konce k 3’konci. Pro svoji Cinnost potfebuji DNA polymerdzy kratky oligonukleotid, tzwv.
primer, od jehozZ 3’konce je zahajena syntéza.



Nékteré polymerazy maji i exonukledzovou aktivitu, coz znamena, Ze odstranuji nukleotidy
z konce dcefiného vldkna. Exonukledzova aktivita je nutna pro odstranéni RNA primer(
vyuzivanych pfi replikaci DNA a nazyva se proof-reading neboli kontrolni aktivita. Je dUleZitd i
v pfipadech zarazeni nespravného nukleotidu, kdy umoziuje navrat o krok zpét a opravu -
zarazeni spravné (komplementarni) baze. Proof-reading aktivita tedy snizuje frekvenci

vive

pramérné jednu chybu na 107 zreplikovanych péri bazi.

U prokaryotickych bunék jsou znamé tfi druhy DNA-polymeraz.

DNA polymeraza | ma funkci polymerizacni i exonukleazovou aktivitu.

DNA polymeraza Il ma exunukledzovou aktivitu a uplatfuje se pfi zakonceni polymerace.

DNA polymeraza lll je tzv. holoenzym, ma 3 podjednotky s vice funkcemi, které se pro vétsi
ucinnost (neboli procesivitu) spojuji do dimeru tvoreného dvakrat tfemi podjednotkami.
S dalSimi proteiny rozpozna komplex RNA primeru s matricovym retézcem DNA. Polymerizuje
rychlosti cca 30 tis. nukleotidd za minutu.

Mezi dalsi duleZité enzymy v procesu replikace patfi DNA helikdzy, které katalyzuji odvijeni
DNA tetézcl Sroubovice (neboli helixu) rusenim vodikovych vazeb.

Dal$im enzymem je primaza, ktera katalyzuje syntézu RNA primeru (oligoribonukleotidu), od
jehoz 3’konce se syntetizuje kratky polydeoxyribunukleotid. Tento komplex se nazyva
Okazakiho fragment — bude vysvétleno pozdéji.

Ddle pak DNA ligdza, ktera katalyzuje spojeni polynukleotid(i. Uplatiuje se zejména pfi
spojovani Okazakiho fragment( do souvislého retézce.

Jak jiz bylo feceno, replikace DNA probiha tzv. semikonzervativnim zpUsobem, coz znamena,
Ze obé vldakna plvodni DNA mohou slouZit jako templaty pro syntézu novych (dcefinych
vldken). Novd DNA je tedy vidy tvofena jednim vldknem pUvodnim a jednim nové
dosyntetizovanym na zdkladé komplementarity bazi nukleotid(i. Plati, Ze DNA polymerdza se
pohybuje podél templatového fetézce ve sméru od 3’k 5’konci a nova vlakna vznikaji ve sméru
opacném, tedy od 5’k 3’konci.

Zde bych chtéla jesté jednou pfipomenout vyznam komplementdrniho parovani bazi, které je
nezbytné nutné k tomu, aby nové vnikajici dcefind DNA odpovidala plvodni, rodi¢ovské. Na
schématu je vidét, Ze cytosin se vaze vidy s guaninem a to tfemi vodikovymi mustky, zatimco
adenin sthyminem dvéma vodikovymi mdistky. Tato komplementarita je zakladnim
predpokladem uchovani a predani genetické informace.

Vlastni replikace zacind denaturaci dvouvlaknové DNA, kdy iniciacni proteiny, které se vazou
na DNA, rozvijeji jeji dvojSroubovicovou strukturu prerusenim vodikovych mustk(. Mista, kde
je struktura DNA nejdfive narusena, se oznacuji jako replikacni pocatky neboli ori mista (z
anglického origin of replication) a jsou uréeny specialni nukleotidovou sekvenci.

Proces naruseni dvousroubovicové struktury DNA je katalyzovan enzymem DNA helikazou.



Pro zacatky replikace jsou typické utvary ve tvaru Y, které se nazyvaji replikacni vidlice.
V jednom replikacnim pocatku se vytvori dvé vidlice, které se pohybuji smérem od sebe, a
proto je replikace oznacovdana jako obousmérna.

Jakmile jsou iniciani proteiny navazany na DNA a oteviou jeji dvojSroubovicovou strukturu,
vaze se na replikacni pocatek skupina protein(, které spolupracuji pfi syntéze nového vldkna
DNA. Jednd se napf. o tzv. SSB-proteiny (z anglického single-strand binding proteins), které
ochranuji jednoretézcovou DNA uvolnénou helikdzou pred opétovnym sparovanim.

ProtoZe DNA-polymeraza (hlavni enzym katalyzujici replikaci) nedokaZe zacit syntetizovat nové
vlakno, musi tedy existovat jiny enzym, ktery by dokazal spojit dva volné nukleotidy a zacal tak
syntetizovat nové vlakno podle jednoretézcové DNA. Tento enzym se nazyva primaza a tvori
kratké useky o délce pfiblizné deseti nukleotid(, které jsou oznacovany jako primery. Nejedna
se vSak primo o useky DNA, ale o useky podobné slouceniny, oznacované jako ribonukleova
kyselina, proto tzv. RNA primery. Tyto RNA primery jiz mohou byt prodluZzovany DNA-
polymerdzou jako novy retézec DNA. Pozdéji jsou pak RNA primery diky exonukledzové aktivité
DNA-polymerazy odstranény.

Jelikoz muUZe byt DNA syntetizovana pouze ve sméru 5- 3%, nastdva v replikacni vidlici urcity
problém. Vzhledem k tomu, Ze v plivodni dvojSroubovici jsou vldkna v opacné orientaci, je
replikacni vidlice asymetricka. Jeden novy retézec je v replikacni vidlici syntetizovan podle
templatu ve sméru 3' - 5'. (Vznikd 5' = 3' fetézec). Druhy novy fetézec je v replikacni vidlici
syntetizovan podle templatu ve sméru 5' - 3'. Neexistuje vSak DNA-polymeraza, ktera by
dokazala prodluzovat 5' konec DNA. TudiZz v tomto sméru roste diskontinudlné tzn., Ze jsou ve
sméru 5' - 3' syntetizovany kratké useky DNA (tzv. Okazakiho fragmenty), které jsou nasledné
spojovany v kontinualni retézec.

Retézec, ktery je tvofen kontinudlné, se nazyva vedouci fetézec. Retézec, ktery je tvofen
diskontinualné, se nazyva opozdujici se fetézec.

OpoZdujici se retézec je tvoren mnoha oddélenymi useky DNA tzv. Okazakiho fragmenty. Na
vytvoreni souvislého vldkna DNA z Okazakiho fragmentl jsou tfeba tyto enzymy: DNA-
polymeraza |, ktera odstranuje RNA-primery a nahrazuje RNA-primery DNA a DNA-ligaza,
ktera nakonec spoji vsechny useky dohromady.

Replikace prokaryotického chromozomu konci na specifickych sekvencich, tzv. terminatorech
replikace (TER), na které se vaze protein inhibujici aktivitu helikdzy a tim se zastavi tvorba
replikacni vidlice.

Replikace DNA u eukaryotnich organizmi je podobna prokaryotlim. Je viak sloZitéjsi, napfiklad
replikace na koncich linearnich molekul - telomer tvofi specificky problém, ktery je feSen RNA
obsahujicim enzymem telomerdzou.

Zde je jesté jednou znazornén model celého replizomu — rozvolnéné DNA a proteinového
aparatu v replikacni vidlici.

Zavérem si shrneme nejdilezitéjsi poznatky z této prednasky.



Replikace DNA se déje semikonzervativnim mechanismem, kdy kazdy pUvodni fetézec DNA
slouzi jako templat pro vznik nové molekuly.

Jednd se o proces katalyzovany fadou enzymd, duleZité je zapamatovat si predevsim DNA-
polymerazy.

Polymerace nového vldkna probiha vidy pouze ve sméru 5- 3",
DNA polymeraza potfebuje k zahajeni syntézy kratké useky, ozna¢ované jako RNA primery.

Syntéza nového retézce je na jednom templatovém vldkné kontinualni (jedna se o tzv. vedouci
fetézec) a na druhém templatu diskontinudlni s tvorbou tzv. Okazakiho fragmentt (jedna se o
tzv. opoZdujici se fetézec).

U eukaryot k replikaci dochazi v S-fazi bunééného déleni, zac¢ina na mnoha mistech.

Replikace je nezbytnd pro uchovani genetické informace a je podstatou dédicnosti na
molekularni drovni.

Ja vam tedy timto dékuji za pozornost a pokud mate néjaké otazky, mizete vyuzit zde uvedeny
mail.



