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DNA:N replikaatio eli kahdentuminen on aika
keskelinen asia koko eliokunnan kannalta

Idea siitd, ettd yksinkertainen juoste (strand) voi toimia
templaattina, on yksinkertainen ja nerokas, ja sen lausuivat jo
Watson ja Crick helmikuun 28 paivana 1953

Onkin yleensa niin, etta vain toisessa juosteessa on
informaatiota (koodia), eli vain toinen transkriboidaan
RNA:ksI. Toinen juoste on varastointia varten.

Séaatelyasioissa tosin kaksijuosteinen DNA kylla sisaltaa
Informaatiota: saatelytekijat “lukevat” kaksoisjuostetta
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Figure 4-2
Structure of part of a DNA chain.




DNA:n replikaatio

DNA:n rakenteen keksimisen yhteydessa Watson ja Crick
hoksasivat, etta rakenteessa sindansa on kopioitumisen idea

Kuuluisa lause:

"1t has not escaped our notice that ..."

Kotitehtava #5: hanki taman lauseen sisaltaneen lyhyen
klassikkokirjoituksen kopio ja ndyta se luennolla



DNA:n replikaation koulukirjamallissa
“vapaiksi jaaneiden emasosien pariksi
jarjestyy vapaita nukleotideja. Emasten
liittymissaannot maaraavat niiden paikat”

Vapaiksi jaaneiden emas n pariksi jarjestyy vapaita nukleotideja
tma’ sssss \Hllvrmssa’armm madraavat udpn ;muL at

Virheet: juosteet samansuuntaiset = riboosin nurkat
ajattelemattomasti, rakentumissuunta siksi
ajattelematta, autokatalyysi

DNA:n ominaispiirre on kyky kaksinkertaistua eli rep-
likoitua, jolloin syntyvat identtiset tytarmolekyylit.
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DNA

Figure 4-2
Structure of part of a DNA chain.




Than vahan kemiaa:

Nukleotidit ATP, GTP, CTP jaTTP
saapuvat paikalle tdynna energiaa,
siis trifosfaatteina. Replikaatiokone
kuluttaa energiaa, jota se saa joka
askeleella kahden fosfaatin sidoksen
purkamisen verran, kun kasvavaan
DNA-ketjuun liitetddn mono-
fosfaatteja AMP, GMP, CMP ja TMP

Huomannette, etta ATP ja GTP ovat
solun muissakin energiaa vaativissa
toissa energian tuojina ja
luovuttajinal

Figure 4-2
Structure of part of a DNA chain.
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Figure 5-3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



primer strand
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REACTION DOES NOT PROCEED,
AS NO HIGH-ENERGY BOND
WOULD BE CLEAVED

HIGH-ENERGY BOND IS
CLEAVED, PROVIDING THE
ENERGY FOR POLYMERIZATION

Figure 5-10 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Selitys sille, miksi
yksisuuntainen replikaatio
mahdollistaa trkeén oikoluvun
ja on siksi meidan mielesta
oikein hyv4 asia.




Replikaation pitaa tapahtua kerran ja vain kerran solusyklissa,

kokonaan
G1 =jooko?
G2 = tuliko No joo.
valmiiksi?

S = replikaatio

Kertaa: solusykli CELL kappale 17




Replikoni on replikaatioyksikko

Ikm pituus nopeus
Bakteerit 1 4200 kb 50 000 bp/min
Hiiva (17 kr) 400 40 kb 3 600 bp/min
Drosophila 3500 40 kb 2 600 bp/min
Nisdkas 25 000 150 kb 2 200 bp/min




Jotta kerran-ja-vain-kerran replikaatiota voitaisiin kontrolloida, tarvitaan
viestintaa ja informaatiota (Solusykli: CELL 1062)

- Solusyklin sanomantuoja (joo) >> priming complex (CELL 284, 1067)

- Replikaation aloituskohdat kromosomissa, jotka sitten eivat aloita toista
kertaa (CELL 287, 1068)

- Replikaation (ja korjauksen) lopullisuudesta kertova viesti: p53:n on
saatava tietdd, etta katkenneita DNA:n paitd yms sotkua ei ole, vaan
kaikki on korjattu (CELL 1071)

CHROMOSOME I origins of replication

BRI lr / \ \\II ' T i
[ 1 1] | | | | I | | | ] ]
telomere centromere telomere

0 100 200 300
| 1 |

Figure 5-34 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Getting ready. An essential step in initiating DNA replication
seems to be the building on ORC of a “prereplication complex”
containing several proteins, possibly including CDCB6, the MCM
proteins, the kinase CDC7, and its partner DBF4.

Science 8 Dec 1995
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Figure 5-36 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-36 part 1 of 3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-36 part 2 of 3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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INITIATION AND
COMPLETION OF
DNA REPLICATION

Figure 5-36 part 3 of 3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-25 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Figure 5-27 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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Koko prosessi saalittavina vanhoina kuvina

SV40 on DNA-virus. Kun se on solussa, se haluaa replikoitua
solusyklista riippumatta, tietenkin, eihan kerta/ solusykli riita
virukselle mitenkaan. Sita kaytetaan tutkimuksiin paljon,
Ihmisen tai apinan soluviljelmissa

T'he DNA Replication Machinery 465

SV40 DNA

i o SVd‘U Dri | i
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(1) | Binding of T, at origin
\4
Initiation

T,, helicase
B’ o \::E;f’@\ 3
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Replikaation tyontekijoita:
helikaasi avaa kaksoisjuostetta kahteen suuntaan
T,4 helikaasi on viruksen oma erikoinen aloitusmolekyyli, joka

osaa huijata solua. Loput prosessin varkit solu toimittaa paikalle
omista varastoista, typeraa kylla

MCB 465
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Figure 5-15 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Figure 5-14 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

DNA kaksoisjuosteen avaamiseen tarvitaan helikaasi



Unwinding of duplex and
binding of RPA to unwound
template strands

! )
| |
S

Formation of v
prepriming complex

RPA = replication protein A pitaa yksinkertaisen juosteen auki

MCB 465



DNA polymerase

single-stranded region
~._ of DNA template

with short regions

of base-paired “hairpins”

f::.a'rg;‘;:::’e;\‘.'&
monomers )
W 4

S |

cooperative protein binding straightens region of chain

Figure 5-16 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Juosteen pitaminen yksinkertaisena vaatii "single strand
binding proteiinin™



sugar-phosphate
backbone of DNA

single strand DNA bases
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single-strand binding protein (SSB)
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Figure 5-17 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Ilhmisen SSB:n rakenne



Binding of primase-Pol «
Primer synthesis by primase
(3) | Binding of RFC

| DNA-chain synthesis by Pol «
stimulated by RFC

Synthesis of primer
and 5' end of leading
strand

=
1 e
o £\ 5
Pl
R’

PR TG, FHihase ST,
Primer

Primaasi tekee hiukan RNA-kopiota (primer) DNA:n rinnalle,
silld mikaan DNA-polymeraasi el osaa aloittaa pelkasta

yksinkertaisesta juosteesta!
RFC = replication factor C + Polymerase alpha

MCB 465
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Figure 5-11 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Primaasi laittaa alukkeeksi
patkan RNAta, josta DNA-
polymeraasi voi aloittaa
synteesin

[Imi0 "primer" toistuu
PCR-metodissa. Aluke on
silloin DNA:ta ja osoittaa
polymeraasille
aloituspaikan, jonka tutkija
maaraa (CELL 545)



new RNA primer

RNA synthesis by DNA
primer primase
3 5 3'4mms’
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DNA polymerase adds to new
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strand RNA primer to start new
template Okazaki fragment
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DNA polymerase finishes
DNA fragment
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old RNA primer erased
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Figure 5-12 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



~— || Binding of PCNA
' Ldiﬁplaces primase-Pol o

Interruption of
leading-strand

synthesis M
> R 1 PCM

3llllllli||r""*" ,:’\llllllllll

PCNA proliferating cell nuclear antigen vaihtuu primaasin
tilalle ja vaihtaa polymeraasiksi alphan tilalle deltan!
Huomatkaa, ettd tdma kaikki on tapahtunut vain toisessa
juosteessa, vastakkaisiin suuntiin.

Noissa prosesseissa uutta DNA juostetta syntyy 5’ >>> 3’
painvastoin juoksevan templaatin rinnalle

MCB 465



Binding of Pol § to PCNA-RFC
complex and synthesis of
leading strands

Binding of primase-Pol « and
RFC to lagging-strand template
and synthesis of lagging
strands discontinuously

Continued leading-
and lagging-strand
synthesis

5 : Okazaki
' Leading  fragment

(lagging strand)

Lagging
strand

leading

Jotta toinenkin juoste (lagging) kopioituisi, tarvitaan

aloitusvalineita uudelleen
MCB 465



"Sliding clamp" pitéé
etenevan
polymeraasikompleksin
KIinni juosteessa ja estaa
luiskahdukset

sliding clamp

"Clamped polymerase" on
paljon kalliimpaa kuin

BHA tavallinen, ja jos se on viela
Pebmere oikolukevaa, siita pitaa

‘ ‘—*,_._‘ maksaa maltaita!

clamped polymerase
Figure 5-18c Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)




clamp loader

sliding clamp

4 Figure 5-18b Molecular Bjology of the Cell 5/e (@ Garland Science 2008)
Figure 5-18a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

clamp loader on kuin mutteri



rapid rotation
of the DNA
helix needed
here

leading-strand

template lagging-strand

template

DNA polymerase
on leading strand

Figure 5-21 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

one end of the DNA double helix
cannot rotate relative to the other end

type IDNA
topoisomerase
with tyrosine at
the active site

DNA topoisomerase covalently
attaches to a DNA phosphate,
thereby breaking a phosphodiester
linkage in one DNA strand

the two ends of the DNA double
helix can now rotate relative to
each other, relieving accumulated
strain

CH;

h OH

Figure 5-22 part 1 of 2 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Kierre kiristyy avatessa. Tarvitaan leikkuri, topoisomeraasi |
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Continued leading-
and lagging-strand
synthesis

Fol o

5" : : Okazaki
_I_I_I_I_I_I‘E:%y : Leading fragment

strand (lagging strand)
<y

Lagging
strand

Pol a Pol §

Jotta tdma lagging-strand juoste saataisiin vield lopulliseen
kuntoon, taytyy RNA-primerit poistaa (RNAasi) ja korvata
DNA:lla, ja patkat liittaa yhteen (ligaasi)

Etenevan replikonin edessé tarvitaa kierretta vapauttava
topoisomeraasi |

MCB 465
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Figure 5-19a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Koko kalusto paikallal!
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Figure 5-19bc Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



DNA double topoisomerase
helix 1 ATPase domain

—-
ATP binding and passing of helix 1 resealing breakin
dimerization of ATPase through break in helix 2; release of @
domains; double-strand helix 2 helix 1 DNA double

break in helix 2 helix 1
Figure 5-23 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Jotta koko vyyhti voitaisiin joskus saada selvitetty4,
tarvitaan toinenkin leikkuri, topoisomeraasi I

Téastd meilld oli puhetta jo solubilsassa!
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Figure 5-24 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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replication fork
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Figure 5-38a Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



NAP-1 loading H2A-H2B dimer

sliding clamp

CAF-1 loading newly
synthesized H3-H4 tetramer

Figure 5-38b Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Histonit liitetdan juosteeseen melko pian. Tassé prosessissa voidaan séilyttaa
"epigeneettistd informaatiota”, eli uusi juoste "muistaa”, miten sitd on aikaisemmissa
vaiheissa saadelty.
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parental nucleosomes i
with modified histones

only half of the daughter parental pattern of histone
nucleosomes have modified  modification re-established
histones by reader-writer complexes

that recognize the same
modifications they catalyze

Figure 5-39 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Samaa juttua: nain histonimodifikaatio voi periytya
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Kromosomien paat
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Figure 5-40 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Tuossa osoitteessa voi kerrata kaiken (ja oppia lisdakin)


http://www.dnalc.org/

DNA-polymeraasit ovat keskeiset tyon suorittajat

E. coli [, 11, 111

Nisékas ol o I ¢ (II) B Y
tuma tuma tuma tuma  mitokondrio
lagg. leading repair repair

Mikaan DNA-polymeraasi el osaa aloittaa yksijuosteisesta

templaatista. Aina tarvitaan aluksi RNA-primeri (primaasi-
entsyymi tekee sen) tai (labrassa) valmis primeri, joka osuu
sitoutumaan aloituskohtaan (PCR)



Erikoisempia DNA-polymeraaseja

Taq -polymeraasi Thermus aquaticus
Pwo-polymeraasi Pyrococcus woesel
Tth-polymeraasi Thermus thermophilus, myés RNA>DNA

Naita kaytetadn PCR:ssa (Polymerase Chain Reaction), koska
ne kestavat denaturoinnin kuumuuden

Kiinteistranskriptaasi = RNA-templaatilla toimiva DNA-
polymeraasi

Muuttaa esimerkiksi mMRNA:n DNA:ksI, jota on helpompi
tutkia ja hyva sailyttaa,

RNA-virukset kayttavéat sellaista paastakseen nauttimaan solun
eduista DNA-muodossa

Telomeraasi laittelee kromosomin paat kuntoon
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Figure 5-31 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)
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