DNA-Replikation und DNA-Reparatur

Grundlegendes Prinzip der
DNA-Replikation:

exakte Verdopplung der
Erbinformation

streng regulierter Prozess
in Grundziigen zwischen

Eukaryonten und Prokaryonten
konserviert

DNA-Replikation ist semikonservativ!
(Beweis im Mesel son-Stahl-Experiment)

Beide parentale Strange dienen a's
Matrize fir die Neusynthese eines
komplementéren Strangs

Watson & Crick (1953):
"It has not escaped our notice that
the specific pairing we have pos-
tulated immediately suggests a
possible copying mechanism for
the genetic material.”
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Prinzipien der DNA-Replikation

Einheit der DNA-Replikation: Replicon
3 Phasen: Initiation, Elongation, Termination

1. Initiation der DNA-Replikation

am Replikations-Startpunkt (origin of replication) |
Markierung (durch Initiationsfaktoren) J
lokales Aufschmelzen der DNA (durch Helicase) fnte I
Stabilisierung der Einzelstrange (durch SSB-Proteine) /\
Priming (durch Primosom)
Entstehen der Replikationsblase mit Bildung der
beiden Replikationsgabel n.

2. Elongation der DNA-Replikation

Neusynthese komplementérer DNA-
Einzelstrange an beiden Replikationsgabeln,
die sich voneinander weg bewegen (durch
DNA-Polymerasen)

—>Bidirektionalitat der DNA-Replikation

nach Entwindung des Doppel strangs
(durch Helicase)

unter Beseitigung von Torsions-Stress
(durch Topoisomerase)

3. Termination

Die Regulation der DNA-Replikation erfolgt
v.a. auf Ebene der Initiation!




Enzyme der DNA-Replikation: DNA-Polymerasen

bendtigen eine DNA-Einzelstrang-Matrize

bendtigen einen Primer mit einer freien 3'-OH-Gruppe
keine de novo-Synthese
in vivo: RNA-Primer (hergestellt durch Primase)
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Enzyme der DNA-Replikation: DNA-Polymerasen

katalysieren K ettenverléngerung ausschliefdlich in 5'=> 3'-Richtung
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viele besitzen 3'>5' Exonuclease-Aktivitét (Korrekturlese-Funktion)

einige besitzen 5'-> 3' Exonuclease-Aktivitat (Primerbeseitigung, s.u.)




Problem der DNA-Neusynthese in 5' = 3' -Richtung:

Fiihrungsstrang (leading strand)
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Origin

Losung des Problems: Fiihrungsstrang (leading strand)

- P Repl-Gabel l Repl.-Gabel
Diskontinuierliche Synthese / "_\_
T
/,‘- ‘-‘,“SI .
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des Verzdgerungsstrangsin 5 3
Form von ca. 1-2 kb langen 3'_{ ,5_/ 3/=5
Okazaki-Fragmenten. T

Verzégerungsstrang (lagging strand)

E.coli DNA-Polymerase I11: "asymmetrisches Dimer"

5 3

aus Stryer, L., Biochemistry
Freeman Verlag




DNA-Replikation in Prokaryoten (E.coli)

A. Initiation
Origin DNA Sequenz

* . ‘ AT-reich 3
5‘

Erkennung durch dnaA

Verursacht lokales
Aufschmelzen der DNA

ATP-abh. Komplexierung

Bindung von dnaB/dnaC
an Einzelstrang-DNA

ATP-abh. Entwindung

Stabilisierung des Einzelstrangs durch Einzel strangbindungs-

Proteine (SSB-Proteine)
dnaG (Primase) bindet...

o

Verdrangung des dnaA-Komplexes
dureh die dnaB-Helicase

...und synthetisiert RNA Primer

1‘ RNA Primer

Primasom: Komplex aus dnaB, dnaC und dnaG




B. Elongation
DNA-Synthese am Filhrungsstrang:

durch DNA Polymerase |11 in 5> 3'-Richtung
mit gleichzeitigem Korrekturlesen (3'->5'-Exonucl ease)

DNA pol IlI

3!

----5!

RNA primer

3!

----5!

Neu synthetisierte DNA

DNA-Synthese am Verzégerungsstrang:

RMNA primer pol 1l
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DNA polymerase lll elongiert den neuen RMA-
Primer, bis es auf den alteren RNA-Primer stofiit
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3

DNA polymerase | bindet an das 3’-OH /
des Okazaki Fragments, ersetzt RNA- ’_>

5 - —— = N
3 \
Primer durch DNA (5'=>3'-Exonuclease) "
DMA Ligase bindet.....
|- -
3 5
... und katalysiert die Ausbildung einer 3', 5'-Phosphodiester
Bindung in einer ATP-abh. Reaktion
- T
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Mechanismus der DNA Ligase-Reaktion
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Proteine an der E.coli Replikationsgabel

Flihrungsstrang
3!

5P

Rep Protein (Helicase)

\

pol i

5!
3!

Primasome

)

Einzelstrang-
bindungsprotein
(55B)

pol Ill

Verzdgerungsstrang

DNA gyrase {Topoisomerase I},

wandert der Replikationsgabel voraus und
und fiihrt negative Supercoils in die DNA ein




DNA-Replikation in Eukaryoten (Mensch)

Helicase Fihrungsstrang

pol &

SSB Exo-

i nuclease
Topoisomerasen | und |l

pol &
Verzégerungsstrang Primase
assoziiert mit Pol
In Eukaryoten sind die an der Replikation beteiligten Enzyme
in einem Multienzymkomplex organisiert: Replisom

Eukaryotische DNA-Polymerasen

o [ ¥ 0 g

Lokalisierung nucl nucl mito | nucl | nucl
Replikation yes |no yes | yes (no)
Reparatur no | yes no no yes?

Enzym. Aktivitat
&' =2 3' Polymerase yes | yes yes | yes | yes
3> 5% exonuclease = no | no yes | yes | yes
5 2% exonuclease = no no no | no no

Primase-Assoziation yes nho no | no no

PCNA-Assoziation no |[no no yes no

Prozessivitat low high

Strang-Synthese lagging| === both |leading ===




Vergleich der DNA-Replikation in Prokaryoten
und Eukaryoten

Prokaryot (E.coli) | Eukaryot (Maus)
Geschwindigkeit 50.000 bp/min 2.200 bp/min
Replicons/Genom 1 ca. 25.000
Zeitpunkt S-Phase
Replikationsstartpunkt ori C ARS
Initiationsfaktor(en) dnaA ORC
DNA-Polymerasen Pol 111 (und Pol 1) Pol & und o

Telomer-Replikation als Komplikation der DNA-Replikation

bei Eukaryonten

5

Tel Omere } FTTTT T I T T T I T I I I T I T Tl :ja::.?;'xo';h'-‘f.nf.‘I.f"?::""f:.?."'.l‘.*\'.'fflfm'."',.J'_
T |
»
¥ 5 5 3
CTTTTITTIT T TTITrITTTITITT T TArrrTrTrTTrTTrTTrrrTrrrTTrTIrra
Liilll - - FEEEEEFEEE RSN
3 5
Replikation kann richtig l
abgeschlossen werden
.. . T eaans FTrTr T T T I rrrrrrrT I3
bei jeder Teilung DR o L
gehen 50-200 bp ) Auffiillen derLikIre' l
verloren, daher maximal

30-50 somatische
Zdllteilungen!
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DNA-Polymerase
kann nicht ansetzen!




3
Telomerase wirkt dieser m\ﬂt TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG
Verkirzung entgegen: AATCCC 5 «— verkiirztes Ende

. .. L Bindung von Telomerase
in Koérperzellen reprimiert

. . 3'
in Keimzellen (und Tumorzell m}mﬁt TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAG

i CAAUCCCAA —>

aktiv AATCCC 3 s

5 Telomerase
Ribonucl eoprotei n'EnZym Telomerase synthetisiert

mit ihrer RNA als Matrize
3
v TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
W\— AATCCC 3,O%AU(CC»U«!-\S
5
Telomerase

DNA-Polymerase
fiillt auf

3
— TTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA
W\— AATCCC < CCCAATCCCAATCCCAAT | Primer

aus Lifler Petrich
6. Ausflage 1998 <oy

s: Bhoc i und Pathebiochamie 2.

Hemmstoffe der DNA-Replikation

- Mitomycin: Bildung kovalenter Verknlpfungen zwischen
den Einzelstréngen (Tumortherapi e)
- Actinomycin D: interkaliert in GC-reiche DNA

- Gyrasehemmer (= Antibiotikum):
Nalidixinsdure (Nogram), Fluorchinoline
(Norfloxacin/Barazan,Ciprofloxacin/Ciprobay)
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DNA-Reparatur

DNA unterliegt permanent Verénderungen.

spontane Anderungen:

- Einzelstrangbriiche

- Depurinierung durch Ldsen der N-glykosidischen Bindung
- Desaminierungen
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UV-Induziert:
- Thymindimere B o
(Ausbildung eines Py
Cyclobutan-Rings) ¢

2.B. Sauerstoff-Radikale W

[
induziert durch chemische Noxen: ¥i§<ﬁ%

oder
- Thyminglykol-Derivate aa
- Formamidopyrimidine :_&,';N "h...-/
-8-Oxoguanin e
Reparatursysteme zwingend! /
..;:::\:.3. ..................................... .5_

11



Bmexzi S‘ Ons_ Rwarmur S'P-dR‘ib-P-dl}ih-P-dRIib-P-ﬂllliI:-P-dRIib-P-dR‘ibsl

A G G T A C
T C u A T G

zum Be|sple| na:h Desan.“ nierung von . dﬂ‘ib—P—dl{'\h—l’—deib—P—dnlih—P—dRIib—P—dR‘ib—Psr
Cytosin zu Uracil I‘U

5 3
P-dRib-P-dRib-P-dRib-P-dRib-P-dRib-P-dRib
| I I I I |

Erkennung der Konformationsanderung | R

durch spezifische Proteine . AT

¥ dRih—P—dR'\h—P—deh—P—dﬁ\h—P—dRib—P—deb—PS‘

AP-Endonuclease dRib-P
Phosphodiesterase

5 3
P-dRib-P-dRib-P-dRib-P- dRib-P- dRib- P-dRib
| | | | | |
A G G T A C

T C A T G
| | | | |
3 dRib-P-dRib-P dﬂih—P—dRib—P*dRib—Ps‘

Auffiillen der Liicke
Ligation
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6. Ausflage 1998 <oy

Nucleotidexzisions-Reparatur

zum Beispiel nach Pyrimidin-Dimerisierung
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Nucleotidexzisions-Reparatur

XPA op
[T T el T TTT T TITTTIT]

Durch Multienzymkomplex
mit 16 Proteinen:

Erstkontakt mit der
beschédigten DNA (XPC)

Erkennung der UV -
induzierten L&sion (XPA,
X PE)

Bindung von Helikasen
(XPB, XPD)

Nucleotidexzisions-Reparatur

21-23 5=
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DNA Polymerase dfe — » Ligase
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Entwinden der DNA umdie
UV-Léasion durch Helikasen
(XPB, XPD)

Entfernen des defekten DNA -
Strangs durch Endonucleasen
(auf 3'-Seite der Lasion XPG,
auf 5°-Seite der Lasion
XPF/ERCC1)

Neusynthese des entfernten
Strangs (DNA-Polymerase
O/€)

Strangligation (DNA-Ligase)
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