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Dagens forelasning

En jamforelse mellan eukaryota och prokaryota genom

Grundlaggande enzymatiska processer vid eukaryot DNA
replikation (mycket lik prokaryot!)

Forelasningen tacker bl.a.:
- Leading och Lagging strand
- Processivity och proofreading
- Replikationsgaffel och replisome
- Superhelicitet och topoisomeraser
- Nukleaser och ligaser



Bakteriella genom

Cirkulart, dubbelstrangad DNA-

kromosom (haploid) Chromosome

Storleken varierar mellan olika typer av
bakterier: 0,5-11,0 Mbp*

Hos E. coli: ca. 4400 gener
Bakterier kan ocksa innehalla plasmider:

sm3, cirkulara, dubbelstrangade DNA-
molekyler: 3-5 kbp**

Plasmid

- Plasmider innehaller fa gener och kan
overforas mellan bakterier — jmfr.
antibiotikaresistens

*Mbp = Mega-base-pair, d.v.s. miljoner baspar, **kbp = kilo base pair, d.v.s. tusen baspar



Eukaryota genom (manniska)

Linjara, dubbelstrangade DNA-
kromosomer

23 kromosom-par, d.v.s. totalt 46
kromosomer da vara celler ar diploida

Telomere

Storleken for enskilda kromosomer
varierar mellan 50 — 300 Mbp

__parm

Centromere

En haploid uppsattning kromosomer
motsvarar ca. 3 Gbp*, d.v.s. 3 miljarder
baspar och en typisk cell innehaller
darfor 6 Gbp.

qarm

Telomere

Chromatid  Chromatid

30 000 gener (i dubbel uppsattning)

*Gbp = Giga-base-pair, d.v.s. miljarder baspar



DNA-replikation

Den centrala dogmen

Innan celldelning sa
maste DNA kopieras:

DNA replikation

DNA replication
DNA repair
genetic recombination

5’ 3’
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RNA synthesis
(transcription)
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(translation)
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DNA replikation ar
semikonservativ

De tva strdngarna kan separeras och
komplementira sekvenser syntetiseras. Pa det
viset skapas tvé identiska dotter-molekyler.

Pé grund av att de tvad dottermolekylerna som
bildas innehéller en gammal (parental) string och
en nybildad (nascent) strang, s brukar man siga
att DN A replikation dr semikonservativ!

:

Original parent molecule

2

First-generation daughter molecules

Second-generation daughter molecules

Figure 4.22
Biochemistry, Eighth Edition
© 2015 Macmillan Education



Replikationsbubblor och origins

DNA replikation startar vid sirskilda
”origins of replication”.

X parental DNA

Frén dessa origins bildas dppningar 1 DNA- o parental new
origin of replication ‘

molkylen: replikationsbubblor DNA DNA

I replikationsbubblor anvéinds parentalt
DNA som mall for syntes av nytt DNA.

Replikationsbubblor blir allt storre och
vaxer 1 tva riktningar.

A s lils- +lllis -2l
Nar replikationsbubblor nér varandra, l
smalter de samman.

arental DNA
: N

Vil two new DNA strands —

I ytterkanterna av varje replikationsbubbla
finns det tva replikationsgafflar, dar syntes
av nytt DNA sker.



Bakteriell DNA replikation startar ocksa fran ett “origin of
replication”

* Bidirektionell
* Ett origin
* Tva replikationsgafflar
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Problem vid DNA-replikation (1)

DNA-replikation sker 1 riktningen 5'-till-3’, men de tva strdngarna 1
DNA-helixen har motsatt riktning (antiparallella).



En av DNA strangarna tillverkas genom kontinuerlig DNA-syntes,
medan den andra syntetiseras i form av korta fragment.

Replikationsgaffeln ar dar DNA-syntes sker.
Gaffeln ror sig 1 en riktning och bada stringarna kopieras samtidigt.

DNA-polymeraser kan endast syntetisera DNA 1 5" — 3'-riktning.

diraction of fork movement

.

S




Vid replikationsgaffeln syntetiseras en av DNA strangarna genom
kontinuerlig DNA-syntes, medan den andra syntetiseras som fragment.

Vid replikations-gaffeln syntetiseras en av de tva strangarna kontinuerligt i 5" —
3'riktningen. Denna strang kallas “leading strand”

Den andra strangen syntetiseras ocksa i 5" — 3’, men p.g.a. av att DNA helixen ar
antiparallell, sa sker denna syntes i form av sma fragment - Okazaki fragment. Denna strang
som skapas som fragment kallas “lagging strand”

Parental 5' Leading
Genom att de tva strangarna syntetiseras DNA strand
pa detta vis sa kan replikationsgaffeln hela \
tiden rora sig i en riktning. 5' Okazaki fragments

3’ \
Okazaki-fragment ar 100 - 200 nukleotider (nts) 3
N\

langa i eukaryoter, 1000 — 2000 nts i prokaryoter )
g ry P ry 3’ Lagging
strand

Figure 28.10
Biochemistry, Eighth Edition
) 2015 Macmillan Education



Enzymerna vid replikationsgaffeln

Leading
strand

Lagging
strand

Figure 28.21
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



DNA-polymeras

Katalyserar pakopplingen av nya nukleotider till 3"-dnden pa den vaxande DNA-molekylen.

template \ \y 5/ \ \ \
strgnd \\ \\ N y
" 4 | 3 ]
' T)‘T'I } 7'}. 3 [wfi ? «',/ / i Tyf, é Iy
5 e N N N
/
primer ‘/ CORRECT
strand POSITIONING NUCLEOTIDE
OF INCOMING INCORPORATION
DEOXYRIBONUCLEOSIDE FOLLOWED BY DNA
il TRIPHOSPHATE TRANSLOCATION
DNA
polymerase .
P (P
Figure 5-4c Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)
DNA-polymeraset Nar ratt nukleotid ar pa plats, Nar pyrofosfat spjalkas av,
hjalper till att valja ut sa sker en konformationell sa Oppnar sig DNA-
ratt nukleotid forandring i DNA-polymeraset polymeraset igen.

Detta stimulerar pakopplingen
av den nya nukleotiden.



DNA-polymeras paminner om en
hogerhand som dppnar och stanger sig

“fingers” “thumb”

incoming
deoxynucleoside
triphosphate

template
strand @’@
¥ 1.
s
5+ POSITIONING NUCLEOTIDE
OF INCOMING INCORPORATION
DEOXYNUCLEOSIDE FOLLOWED BY DNA
TRIPHOSPHATE TRANSLOCATION

(B) .
primer

strand



Ett DNA-polymeras maste bade vara
noggrant och effektiv

‘\\
W’If?}tf\ 7}"'/;?"";

“Fidelitet” “Processivitet”
DNA-polymeraset maste effektivt

DNA-polymeraset far inte
gora fel - ratt nukleotid kunna replikera langa strackor av
DNA

maste inkorporeras



For att oka pa fidelitet kontrollaser DNA-
polymeraser den nya DNA strangen

: >

l:IJiJ(iflI‘:'I;I‘f.‘\"'”'“ DNA-polymeras kidnner av om en felaktig
. nukleotid har satts in i strangen.

Om det sker “backar” DNA-polymeraset och

Rt et miciics anvander sin har en 3’ - 5’ exonukleas-aktivtet
l??'i?’.?"?'f'. " for att ta bort den felaktiga nukleotiden. Sedan
exonuclease . . .
satts en ny nukleotid in!

Synthesis proceeds with
incorporation of correct
base (A)

Kontrollasa = Proofreading

THE CELL: AMOLECULAR APPROACH 6e, Figure 6.11
© 2013 Sinauer Associates, Inc.



DNA-polymeraser maste vara processival

Processivitet = formagan att koppla pa manga nukleotider till den vaxande DNA-strangen,
utan att polymeraset lossnar fran mallstrangen.

DNA-polymeraser far hjalp med detta av ett specialiserat protein, som fungerar likt en
“sliding clamp” (en glidande klammat)

Sliding clamp bildar en ring som haller kvar DNA-polymeraset pa mallstrangen. Kan inte
lossna fran DNA lika latt och hastigheten pa DNA-syntesen dkar upp till 50 ganger!

Sliding clamp /:R\ Polymerase
N /
Y o 4
B ]
{ |
H \ Ll

~—— m— ~

)
\ 2‘\ |_.-’}\\ /

-~
:SI

Utan sliding clamp: 10-20 nt/s
Med sliding clamp: 500-1000 nt/s



Problem vid DNA-replikation (2)

DNA-polymeraser kan inte starta DNA replikation de novo. De
behover en primer.



En speciell typ av RNA-polymeras som kallad primas, syntetiserar en
kort RNA-strang (=5 nukleotider) som ar komplementér till mall-DNA.
Denna RNA-strang anvands sedan som en primer for DNA syntes.

En RNA-primer anvands
som startpunkt fran
vilket DNA polymeras
kan starta.

DNA template

i 5’
lPrimase
3’ 5’
5' I 3’
RNA primer
lDNA polymerase
3’ 5F
5’ 3

Newly synthesized DNA

\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\

| vara celler sitter primaset tillsammans med ett DNA-polymeras! Mer om
denna speciella I6sning I morgondagens videofdrelasning!



RNA primers behovs bade for att syntes av savil leading
som lagging strand

RNA primer

/kazakl fragment

fork progression



Problem vid DNA-replikation (3)

Pa lagging-strangen finns en RNA-primer i borjan av
varje Okazaki-fragment!

Vi vill inte ha strackor av RNA i DNA-molekylen!



Detta ar ett problem som maste atgardas. RNA-primern maste bort och ersattas med
DNA. Sedan maste ryggraden pa DNA forslutas sa att det inte finns nagra “nicks”,

d.v.s. brott i socker-fosfat-ryggraden.

Man brukar tala om: “Okazaki fragment maturation” och denna process sker i tva

steg!

= Growing fork

=

agoing strand

Old strands

Leading strand

EI
3I

Mowvement of
growing fork

Okaraki fraagment

1. Primern (5’-RNA) tas bort fran det tidigare
Okazaki-fragementet och ersatts med DNA

—

5 ¥

l 2. DNA-ligas sammanfogar DNA-fragmenten

ﬁ 3|
Ligation



Hur RNA-primern tas bort i eukaryoter.

DNA polymeras kér in i RNA/DNA | ?/Of RNA |
hybriden. B ity IN e 3

Detta leder till att RNA primern

lamnar DNA och bildar en "flap”- & :
struktur. Detta kallas strand (& _.;"2 Strand displa-

cement synthesis

displacement synthesis.

endonuclease 1 (FEN1).

RNA-flappen klyvs av flap JZ/? j?e
=

Flap cleavage

Nicken i DNA ryggraden repareras
sedan av DNA-ligas.

Liaation



Nukleaser ar enzymer som bryter ner
polynukleotidkedjor (DNA eller RNA) genom att
bryta fosfodiesterbindningar.

Tvd typer av nukleaser:
Activity of nucleases

Exonukleaser klyver av en nukleotid at gangen fran andar
(antingen fran 5’ eller 3’-anden). l
5’ till 3" exonukleas alt. 3’ till 5’ exonukleas. e

Endonukleaser klyver fosfodiesterbindningar i mitten Endonucleas Exonucleases
av en langre polynukleotidkedja. /
t.ex. restriktionsenzymer som klyver

vid en viss sekvens S — H EESS———

4 LS A
Internal cuts Nucleotides removed from the
ends



Nar Okazaki-fragmentet har forlangts sa allt RNA ar borta och endast
DNA finns kvar, lamnar DNA polymeras platsen. Istallet anlander
enzymet DNA-ligas, som binder till platsen for brottet i DNA-

strangen.

Nick DNA ligase

Figure 20-13c Principles of Biochemistry, 4/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.



DNA-ligaset katalyserar bildandet av en fosfodiester-bindning, som sluter
brottet i DNA-strangen. Sedan lamnar DNA-ligaset och en kontinuerling DNA-
strang har skapats!

Closed nick

Figure 20-13d Principles of Biochemistry, 4/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.



DNA-ligaser kan koppla samman DNA fragment. Enzymet katalyserar
bildningen av en fosfodiesterbindning 1 en reaktion som kréaver tillford
energi. Vanligtvis anvands ATP.

base A = 0 base
d \*I;/ o
¥ Gl ™
oH+ o O
0.
O “‘\.\‘

(NMN)
PP;
(NAD*) + " —
ATP amp % o 9 "
g \F',/
U o ©
DNA ligase

Y M

Figure 28.11
Biochemistry, Eighth Edition
© 2015 Macmillan Education



Problem vid DNA-replikation (4)

DNA édr dubbelstrangat! Hur kan vi dela pa strangarna si att DNA
replikation kan ske?



For att syntetisera DNA maste vi ocksé separera pa de gamla strangarna. Det gors
av en typ av enyzm som kallas ”Helikas™.

Helikaser dr motorproteiner som ror sig ldngs nukleinsyrors fosfodiester-ryggrad
och vars funktion ar att separera tva sammanlankade DNA strangar och pa si vis
oppnar upp helix-strukturen. Det finns dven helikaser som fungerar p4 RNA!

SSB

Helicase ))W
P/(\ 8
Sliding >

clamp R'NA\
DNA Primer
— oy T
r.J
v AN
. \\
o X



Helikas
Helikaset bestar av en ring-liknande struktur med sex likadana subenheter.

Ringen sitter runt ena DNA-strangen och ror sig fram utmed strangen i steg
som ar beroende av ATP-hydrolys. Helikaset fungerar som en kil som ser till
att den dubbelstrangade DNA molekylen separeras och tva enkelstrangar
skapas.

5
3’

%\g/—\ /

ADP + P,

Figure 28.14
Biochemistry, Eighth Edition
© 2015 Macmillan Education



Enkelstrangsbindande proteiner*

Enkelstrangat DNA har en tendens att baspara med sig sjalv och skapa underliga
sekundarstrukturer. Det riskerar att stora DNA-polymeraset!

For att forhindra att detta sker finns i sarskilda proteiner som binder till

enkelstrangat DNA och stabiliserar detta.
| vara celler heter det enkelstrangsbindande proteinet “Replication protein A” (RPA)

single-stranded region

N
DNA polymerase D, & "’_g,//’/ ™,
&'y B OF 3 of DNA template
VT, N =y AL L with short regions
Q) A 2 W [ S N £ S
3/ prrTTIL 2t J E X \\\\ P & :‘/h ‘\\\\ of base-paired “hairpins”
g bbb e 2P
single-strand ‘ ‘ )
DNA-binding protein
monomers : “ —
VLT T 1“\\“‘“ T
N
N
lllll L de l\\
cooperative protein binding straightens region of chain

Figure 5-15 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

*Pa engelska kallas denna grupp av proteiner single-stranded DNA-binding proteins — forkortas SSB



Helikas och SSB-proteiner samverkar vid replikationsgaffeln

SSB-proteiner stimulerar
helikaset och gor att
replikationsgaffeln ror sig
snabbare framat

Sarskilt lagging strand ar
tackt med SSB-proteiner

Replication
fork movement

Helicase

Single-stranded
DNA binding

’ Lagging

Leading —
strand

strand

THE CELL: AMOLECULAR APPROACH 6e, Figure 6.8

© 2013 Sinauer Associates, Inc.



Enzymerna vid replikationsgaffeln

Leading
strand

Lagging
strand

Figure 28.21
Biochemistry, Seventh Edition
© 2012 W. H. Freeman and Company



Problem vid DNA-replikation (5)

Nar man tvingar isiar dubbelhelixen sd skapas topologiska problem.
Varfor och hur l1oser cellen detta?



1 5 10 15 20 25

| | | | | |
O O O T O O O T O O O T O O O T O O O T O T O O T OO O T OO OC OO OT OO OTOooToCSC
(A)

Zf\x?\ Strangarna i ett linjart, DNA fragment
f x\\\\ pa 260 bp vrider sig 25 hela varv kring
20?/// 122?_5 varandra (10,4 bp per varv).
é 5
zzz /// Vi sager att Linking number (Lk) ar 25
b ¥ .
N ¥ . for denna molekyl.

(B)
Lk=25,Tw=25 Wr=0 e o, ° .
Relaxed circle Om vi forsoker fa in samma antal hela

varv pa en kortare molekyl, sa far vi
problem!

Man brukar tala om topologisk stress!



]

Om man har samma linking number pa en kortare DNA molekyl, da skapas en

topologisk stress.

Nar man tvingar in fler varv pa kortare stracka, sa bildas s.k. supercoils.

Supercoils bildas t.ex. framfor replikationsgaffeln nar man tvingar isar DNA.

Detta kallas positiva supercoils!!

" S

Covalently
closed
circular
template

DNA
replication

—

Unwound
parental
duplex

K_J%

Overwound
reglon




Supercoils bildas framfér replikationsgaffeln
nar man tvingar isar DNA.

3’
\/‘\ q.SZIXJ'
R s

5! | ‘ if the DNA cannot rapidly
rotate, torsional stress

will build up

(R)

Figure 5-20 Molecular Biology of the Cell 6e (© Garland Science 2015)

leading-strand

template "‘?
&

& 2
3&)\’\%
| x.k'x;xgox EW'

lagging-strand *Q?
template & 9
(B) é&-x,«p‘”



Finns det mojligheter att ta bort supercoils?
Topoisomeraser ar enzymer som kan ta forandra linking number (Lk)
hos DNA!

Det finns tva typer av topoisomeraser:

Typ | tar bort supercoils. Det ar en termodynamiskt gynnsam reaktion
och sker darfér utan att man behover tillfora extra energi.

Typ Il tar bort, men kan ocksa skapa supercoils. Denna reaktion
behover ATP.



Typ | topoisomeraser — klyver ena strangen i DNA

* Typ | topoisomeraser klyver ena DNA strangen

* Den klyvda strangen roterar ett varv runt den andra strangen.
* DNA klyvda DNA strangen forsluts.

» Lk forandras pa detta satt med 1.

* Reaktionen kan upprepas.

B W= 0o S W ol s W ol W e o)
(L\,\,lzl\. "zl\.\:,\’}zlh\,éll\:o'}zl\_\. g \1 _,5.\:\1 2200, 570, 5 '\:\7)
Negatively supercoiled DNA Qx o oo o rned

Figure 28.18
Biochemistry, Eighth Edition
© 2015 Macmillan Education



Topoisomeras Il - klyver bada strangarna i DNA och for en
annan dubbelstrangad stracka igenom.

(A} Type 1 (B) Type II
3 ;j
—p -’f:lrk - <
- Y
E 2 X
Topoisomeras | Topoisomeras Il

Lk forandras med en faktor 1. Lk forandras med en faktor 2.



Gyrase cleaves and
swivels duplex to
release mechanical

stress of unwinding.

(topoisomerase II)

Topoisomeras Il sitter framfor replikationsgaffeln
och tar bort positiva supercoils!

DNA ligase joins
RNA primer initiates Okazaki fragments
new-strand synthesis. on lagging strand.

DNA polymerase

complex DNA ligase

Helicase

Helicase unwinds DNA
at the replication fork.

DNA polymerase complex

Single-strand
binding proteins
(SSB proteins)

SSB proteins bind and
stabilize single-stranded
DNA at replication fork.




I bakterier kallas topoisomeras typ II ofta for Gyras.
Gyras-hdmmare ar en viktig grupp av antibiotika!

Ett exempel ar Ciprofloxacin - ett bredspektrum-
antibiotika som bl.a. ges vid svara urinvigsinfektioner.

Topoisomerashammare anvands daven vid

cancerbehandling. Camptothecin inhiberar humant
topoisomeras.

Ciprofloxacin
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