Initiering och terminering
av DNA-replikation |
eukaryota celler



Den eukaryota replikations-gaffeln

‘Lagging-strand’

primers
g /
NG \
\@' P |

DNA-helikaset:

CMG helikaset -bestar av tre delar: CMG

_ helicase

MCM, Gins och Cdc45 Pol &

Det enkelstrangsbindande proteinet:
Replication protein A (RPA)



Den eukaryota replikations-gaffeln
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| eukaryota celler ar primaset ett kombi- . NTPs
enzym: LI
DNA-polymeras alfa-primas
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* Startar DNA replikation pa bade Binding to template

] . Template strand strand
leading och lagging strand, men
[amnar sedan. {

* Har bade primas aktivitet och DNA

polymeras-aktivitet RNA primer ﬁ
T
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* Syntetiserar en kort RNA-primer och
sedan 20 nt DNA.
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Most common symptoms of

Systemic lupus erythematosus

Systemic: P;y«:_hological
- Low-grade fever - Fatigue
- Photosensitivity - Loss of appetite

Face

Mouth and nose v - Butterfly rash

- Ulcers

Muscles
- Aches

Pleura

- Inflammation
Joints
- Arthritis Pericardium
- Inflammation

Fingers and toes
- Poor circulation

Fjarlisexantem

En autoimmun sjukdom
med antikroppar mot
antigener 1 cellkarnan
(ANA - antinukleéra
antikroppar).

Antikroppar mot PCNA
ar mycket vanligt vid
SLE



Cellcykeln

DNA-replikation sker endast i S-fas

Allt DNA replikeras en gang i varje cell-cykel.

G1 - Growth

S - DNA synthesis

G2 - Growth and
preparation for
mitosis

M - Mitosis

(cell division)




DNA-replikation
startar fran origins
of replication.

* Humana genomet
ar3x10° bp

* 30000 origins

e Avstand mellan
origins ar 50— 300
kb

Prokaryote replication

Ori

Eukaryotic replication

Ori (Origin of replication)
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Origin recognition complex

» Binder till eukaryota origins of
replication

* Ett komplex som bestarav 6
proteiner som sitter bundna till DNA
origin under hela cellcyklen. origin

Origin Recognition Complex (ORC, six subunits) binds
specifically to origin DNA sites on the chromosome.

ORC is bound to origin DNA regardless of whether
replication is occurring or not.



Hur pabdrjas DNA replikation?



Tva rekryterings faktorer hjalper ORC att locka till sig

DNA helikaset MCM.

ORC ar bundet till origin
genom hela cellcykeln

Vid aktivering rekryteras
forst tva laddningsfaktorer
(Cdc6 och Cdt1) till ORC.

Cdc6, Cdtl och ORC laddar
sedan MCM-helikaset pa
DNA i en ATP-beroende
process.

Laddning av MCM sker i G1
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Origin Recognition

Cdc6/Cdtl Binding and
MCM Recruitment

Pre-replication Complex



Reglering av initiering under cellcykeln (1). Cdc45 och Gins laddas,
MCM-helikastet aktiveras

4

Figure 9-34
no helicase helicase
. oo activation activation
CDK ar proteinkinaser som reglerar
cellcykelns progression. 7
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| S-fas stiger mangden av cyklin- o4
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beroende kinas (CDK) CDK levels low CDK levels high

cell cycle

CDK stimulerar laddning av Cdc45 och ORC: origin
GINS pa MCM. De tre proteinerna bildar recognition
complex

tillsammans. bildar det CMG-helikaset.

ORC

—no helicase— XN eed
loading
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Reglering av initiering under cellcykeln (2).

Figure 9-34

Nno helicase helicase
activation activation

CMG-helikaset smalter DNA vid origin of
replication.

no helicase
loading

DNA polymeras alfa-primas laddas och

kan starta bidirektionell replikation. acd phces.

activation phase
CDK levels high

cell cycle

ORC: origin
recognition
complex
Viktigt att separera laddningen av MCM-
helikaset fran dess aktivering! Pa det L S
viset sakerstalls att DNA-replikation —nohelicase—| KRNI

. o loadin
endast initieras en gang under cell- 8
cykeln. AN AN (”

®© 2014 Pearson Educauun, nie.



Problem vid DNA-replikation

Hur kan andarna pa linjart DNA replikeras? Vi maste
ju ha en RNA-primer?

Detta ar ett klassiskt problem.
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Andarna pa kromosomer kallas telomerer!
Dessa blir allt kortare med tiden i de flesta av var kropps celler.
Nar de forsvinner dor cellen! Celler kan darfor bara dela sig ett visst antal ganger!

Galler inte cancerceller och stamceller, som kan fortsatta dela pa sig och deras telomerer
forkortas inte! Hur gar det till?

Telomeres

Chromosome .
Telomere
shortening

Cell division



Det finns s.k. “omvant transkriptas” — enzymer
som kan syntetisera DNA med RNA som mall.

Reverse Reverse Reverse

transcriptase transcriptase transcriptase

> > >

Synthesis of Digestion of Synthesis of

DNA RNA second strand
complementary of DNA

to RNA
Viral RNA DNA-RNA DNA transcript  Double-helical

hybrid of viral RNA viral DNA

Figure 4-23
Biochemistry, Sixth Edition
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Enzymet telomeras forlanger
kromosomandar.

Sker genom att lagga till en kort,
repeterad sekvens pa 6 nt.

Enzymet Telomeras ar ett omvant
transkriptas. Har med sig en egen
RNA molekyl som den anvander som
mall for att syntetisera en kort DNA
stracka om och om igen.

Aktivt telomeras finns t.ex. i
stamceller och i cancerceller.
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Telomerase has an associated RNA that complements
the 3’ overhang at the end of the chromosome.
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The RNA template is used to synthesize the complementay
strand. ‘
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Telomerase shifts, and the process is repeated.
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Primase and DNA polymerase syntesize the complementary
strand.
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