
Biologia molekularna genu

Replikacja i stabilność genomu



Lektura

• Allison, rozdziały 2 i 6 

• Brown, rozdział 15



Funkcje informacji genetycznej

• Replikacja 

• powielanie genomu, utrzymywanie stabilności genomu 

• Ekspresja 

• Odczytywanie informacji, niezbędne do funkcjonowania komórki 

• Regulowana



Materiał genetyczny

• Eksperyment Griffitha (1928)


• Bakterie zawierają „czynnik transformujący, 
zdolny do przekazania informacji z 
martwych bakterii do żywych

Frederick Griffiths, 1928



Natura materiału 
genetycznego

• Avery, MacLeod, McCartchy (1943)


• Czynnikiem transformującym jest DNA



Materiał genetyczny

• Materiałem genetycznym są kwasy 
nukleinowe


• Materiałem genetycznym organizmów 
komórkowych jest kwas 
deoksyrybonukleinowy (DNA)


• Struktura DNA: Franklin, Watson, Crick, 
1953

zdjęcie nr 51, 1952 
Gosling & Franklin



Budowa DNA

• DNA zbudowany jest z nukleotydów


• Łańcuchy mają kierunek 5’-3’


• W cząsteczkach dwuniciowych łańcuchy są 
przeciwbieżne



Zasada komplementarności
Na podstawie sekwencji jednej nici 
można jednoznacznie odtworzyć 
sekwencję nici komplementarnej 

A zawsze z T 
G zawsze z C

5’GATGTACTGATGACATA3’
3’CTACATGACTACTGTAT5’

3’CTACATGACTACTGTAT5’
5’GATGTACTGATGACATA3’



Istota replikacji

• Potomna kopia jest pełnoprawną matrycą umożliwiającą odtworzenie całości 
informacji



Replikacja a ewolucja

• Replikacja jest warunkiem koniecznym zachodzenia ewolucji biologicznej 

• Replikacja nieuchronnie wprowadza zmienność 

• Osiągnięcie zerowej częstości błędu jest nierealistyczne (wymaga 
nieskończonej energii) 

• Zmienność + zróżnicowane dostosowanie = ewolucja 

• Powstanie replikacji to powstanie życia i początek ewolucji



Replikacja

• Model semikonserwatywny:


• w każdej cząsteczce potomnej jedna nić 
rodzicielska i jedna nowa


• doświadczenie Meselsona i Stahla (Brown, 
r. 15)



Synteza DNA - polimeraza

• Synteza DNA (i RNA też)  zawsze zachodzi 
przez dołączanie nowych nukleotydów do 
grupy –OH na końcu 3’ syntetyzowanej 
cząsteczki


• zawsze w jednym kierunku!


• Substratem są trójfosforany nukleotydów, 
enzymem polimeraza (zależna od DNA 
polimeraza DNA)


• Polimeraza DNA potrafi dobudowywać 
nukleotydy do istniejącego łańcucha, nie 
potrafi rozpocząć syntezy



Etapy replikacji

• Inicjacja - kiedy, gdzie i jak rozpocząć 
• Elongacja 
• Terminacja - gdzie i jak zakończyć



Inicjacja u bakterii

• Replikacja rozpoczyna się w miejscu ori


• Wiązanie białka DnaA


• Rozplecenie (topnienie) podwójnej helisy 
DNA



Inicjacja u Eukaryota



Elongacja



Replikacja małego genomu kolistego – pętla D



Replikacja małego genomu kolistego – rolling circle



Terminacja transkrypcji 
genomu kolistego bakterii

• Pojedyncze widełki replikacyjne nie 
przekraczają połowy genomu (unikanie 
kolizji)


• Mechanizm zależny od białek Tus



U Eukaryota

• Podczas replikacji chromosomy 
utrzymywane są razem przez białka: 
kohezyny aż do rozłączenia w anafazie



Problem topologiczny  
replikacji

• Replikacja DNA postępując będzie 
generować naprężenia (superskręty)


• W DNA liniowym praktycznie 
nierozwiązywalne ze względu na 
upakowanie w komórce


• W DNA kolistym absolutnie 
nierozwiązywalne ze względu na brak 
wolnych końców



Problem topologiczny - 
topoizomerazy

• Topoizomeraza typu I wprowadza nacięcie 
w jednej z nici, przesuwa drugą nić przez 
przerwę i łączy końce


• Topoizomerazy typu II nacinają obie nici



Startery

• Startery do replikacji zbudowane są z RNA


• Za ich syntezę odpowiada aktywność 
prymazy 

• Prymaza (polimeraza RNA zależna od DNA) 
syntetyzuje starter (RNA) dla polimerazy 
DNA, która go wydłuża



Prymaza

• U bakterii prymaza to odrębny enzym, 
syntezę DNA po niej przejmuje polimeraza 
DNA III


• U Eukaryota kompleks polimerazy α ma 
aktywność prymazy i polimerazy DNA - 
tworzy starter RNA i zapoczątkowuje 
syntezę DNA, po nim syntezę przejmują 
inne polimerazy (np. pol δ)



Aktywności polimeraz DNA

Synteza DNA – wszystkie polimerazy (z definicji).

Egzonukleaza 3’-5’ –  
korekcja błędów (większość polimeraz 
replikacyjnych, ale nie wszystkie).

Egzonukleaza 5’-3’ –  
naprawa uszkodzeń, usuwanie starterów. 
Niektóre polimerazy bakteryjne, u Eukaryota jest 
to osobny enzym.



Problem nici nieciągłej

Na nici nieciągłej trzeba co 
pewien odcinek ponawiać 

syntezę startera – 
fragmenty Okazaki



Łączenie fragmentów 
Okazaki

• U bakterii: aktywność egzonukleazowa 
5’→3’ polI i ligaza


• U Eukaryota: polimeraza δ nie ma 
aktywności 5’→3’ egzo, razem z helikazą 
odsuwa starter, odcięcie przez 
endonukleazę FEN1 (flap endonuclease



Maszyneria replikacyjna



Maszyneria replikacyjna

• Topoizomeraza  - usuwa naprężenia


• Helikaza (DnaB) - rozdziela nici


• SSB – stabilizuje jednoniciowy DNA


• Prymaza – syntetyzuje startery


• Polimeraza (-y)


• Ligaza – skleja fragmenty



Widełki replikacyjne - topologia





Dodatkowe czynniki

• Kompleksy białkowe o strukturze 
przesuwającego się pierścienia (sliding 
clamp)


• Zapewniają procesywność


• Regulacja i koordynacja replikacji

Bakterie podjednostka β polIII

Archaea PCNA typu arcahea

Eukarionty PCNA



PCNA

• Proliferating Cell Nuclear Antigen


• Kompleks białkowy w formie pierścienia 
przesuwającego się po nici DNA w czasie 
replikacji


• Koordynuje różne etapy replikacji i syntezy 
DNA



Polimerazy bakteryjne

• PolIII (PolC)– główny enzym replikacyjny, 
ma aktywność Exo 3’-5’ (korekta błędów), 
synteza do 1000 nt/s


• PolIII nie ma aktywności Exo 5’-3’


• PolI (PolA) –  ma dodatkowo aktywność 
Exo 5’-3’, usuwa startery i dokańcza 
syntezę, do 20 nt/s

Ligaza łączy zsyntetyzowane fragmenty 
(nie jest polimerazą)



Polimerazy bakteryjne c.d.

• PolII (PolB)– naprawa uszkodzonego DNA w fazie stacjonarnej 

• PolIV i polV – synteza DNA w fazie stacjonarnej (polIV) i przy znacznych 
uszkodzeniach genomu (polV) 



Polimerazy Eukaryota

• Pol α – prymaza, wydłuża startery


• Pol β – naprawa DNA


• Pol δ – główny enzym replikacyjny


• Pol ε – replikacja, kontrola cyklu kom., 
naprawa DNA


• Pol γ – replikacja DNA w mitochondriach

Polimerazy eukariotyczne nie mają 
aktywności Exo 5’-3’, startery RNA 
usuwają nukleazy FEN1, RnazaH i inne 
białka



Dwie klasy polimeraz

• O dużej wierności – mało błędów, ale wrażliwe na uszkodzenia w matrycy 
• zatrzymują się w miejscu uszkodzenia 
• standardowe enzymy replikacyjne 

• O niskiej wierności – więcej błędów, ale mniej wrażliwe na uszkodzenia matrycy 
• są w stanie kontynuować syntezę mimo uszkodzeń matrycy – TLS (trans-

lesion synthesis) 
• mechanizm umożliwiający dokończenie replikacji uszkodzonego DNA 

(zapobiega rearanżacjom genomu)



Uszkodzenia DNA i replikacja

• Obecność uszkodzeń w DNA hamuje inicjację replikacji 

• Jeżeli w trakcie replikacji napotykane są uszkodzenia w DNA to uruchamiane 
są polimerazy TLS 

• replikacja z błędami jest mniej ryzykowna, niż replikacja niedokończona 

• Przy dużych uszkodzeniach DNA, przekraczających możliwości naprawy 

• u bakterii - uruchomienie systemu SOS (replikacja za wszelką cenę) 

• u wielokomórkowych Eukaryota - zatrzymanie cyklu (G0), apoptoza



System SOS u bakterii

• Przy rozegłych uszkodzeniach 
matrycy (miejsca AP, fotoprodukty, 
uszkodzone zasady)


• Białko RecA pokrywa matrycę

• Polimeraza V z RecA tworzy 

mutasom

• Replikacja zachodzi, ale generuje 

wiele błędów



Rola PCNA

• Ubikwitynacja i deubikwitynacja PCNA 
przełącza między replikacją TLS i wierną

http://www.acsu.buffalo.edu/~kowalsk/dnarepair/



Synteza DNA rozpoczyna się 
zawsze od startera RNA?

• Odkryty w 2013 enzym PrimPol, 
aktywny w mitochondriach 
ssaków


• Jest polimerazą DNA typu TLS


• Jest w stanie zainicjować 
syntezę DNA od startera z DNA!!



PrimPol

• Przedstawiciel rodziny obecnej 
też u Archaea


• Ponawia przerwaną replikację w 
mitochondriach i w jądrze


• M. in. w obszarach 
repetytywnych, gdzie replikacja 
blokowana przez zatrzymaną 
transkrypcję (pętle R)



Problem nici nieciągłej

Na nici nieciągłej trzeba co pewien 
odcinek ponawiać syntezę startera – 

fragmenty Okazaki



Problem zakończenia 
replikacji DNA liniowego

• Na końcu cząsteczki nie ma skąd zacząć 
nowego fragmentu Okazaki na nici 
opóźnionej


• Cząsteczka potomna będzie skrócona



Telomery

• Końce chromosomów (gr. telos) 


• Sekwencje powtórzone (u człowieka 
TTAGGG)


• u człowieka ok. 2500 powtórzeń


• Skracają się przy każdym podziale komórki


• u człowieka od ~11 kb do ~4 kb


• W niektórych komórkach mogą jednak być 
odtwarzane dzięki aktywności telomerazy



Telomeraza

• Telomeraza może wydłużać telomery 
wykorzystując fragment RNA


• Skracanie telomerów ogranicza liczbę 
podziałów niektórych komórek 


• Aktywacja telomerazy związana jest z 
unieśmiertelnianiem komórek 
nowotworowych


• Istnieją też alternatywne sposoby 
wydłużania telomerów (oparte na 
rekombinacji)



Kompleks chroniący końce 
chromosomów

• Shelterin (ang. shelter = schronienie)


• Pozbawienie telomerów białek indukuje 
odpowiedź naprawy uszkodzeń DNA


• chromosom bez telomeru nieodróżnialny 
od chromosomu pękniętego


• Druga podstawowa funkcja telomerów - 
ochrona końców chromosomów przed 
działaniem systemów naprawy pęknięć 
dwuniciowych

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118–1126



Telomery a starzenie

• Komórki somatyczne mają ograniczoną liczbę możliwych podziałów – granica 
Hayflicka 

• Komórki linii płciowej (i macierzyste) dzielą się bez orgraniczeń 

• Granica Hayflicka związana jest ze skracaniem się telomerów 

• Aktywacja telomerazy wystarcza do unieśmiertelnienia i umożliwienia 
nieograniczonych podziałów



Los komórki, która utraciła telomery

• Aktywacja szlaków odpowiedzi na uszkodzenia DNA 

• Sygnał uszkodzeń genomowych – zastopowanie cyklu komórkowego (tzw. 
kryzys replikacyjny) 

• Ograniczenie zdolności podziałowej jest ważnym mechanizmem ochronnym 

• Zapobieganie nowotworom 

• Utrzymywanie zróżnicowania klonalnego populacji komórek macierzystych



Telomery a odpowiedź na 
uszkodzenia DNA

• Kompleks shelterin hamuje odpowiedź na 
pęknięcia DNA


• Chromosomy bez telomerów stają się 
substratami dla szlaków naprawy pęknięć 
dwuniciowych (DSBR)


• Prowadzi to do rearanżacji genomu

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118–1126



Telomery a nowotwory

• W komórkach z defektywnym szlakiem 
odpowiedzi na uszkodzenia DNA (np. 
defekty p53) komórki ze skróconymi (lub 
uszkodzonymi) telomerami wciąż się dzielą


• Efektem są rearanżacje chromosomów 
(fuzje, translokacje)


• W komórkach nowotworowych ponowna 
aktywacja telomerazy

Denchi, DNA Repair 8 (2009) 1118–1126



Telomery a starzenie

• U drożdży defekt telomerazy – ustanie 
podziałów po kilku pokoleniach


• U roślin, bezkręgowców i myszy – 
podobnie (defekt po kilku pokoleniach)


• U człowieka – nawet częściowa utrata 
telomerazy (heterozygota) powoduje 
poważne defekty:


• niedokrwistość


• defekty układu odpornościowego


• zwłóknienie płuc
Aubert & Lansdorp, Physiol Rev • vol 88



Co nam może dać 
telomeraza

• Wieczna młodość??


• Leki przeciwnowotworowe?



Wieczna młodość?

• Starzenie się komórek somatycznych, nie dzielących się (np. układ nerwowy) – 
nie zależy od telomerów 

• Telomery odgrywają rolę w starzeniu się komórek macierzystych i komórek 
układu odpornościowego 

• Skracanie telomerów jest ważnym mechanizmem przeciwnowotworowym 

• Systemy podtrzymujące stabilność DNA komórek somatycznych nie są lepsze, 
niż jest to absolutnie niezbędne (teoria “disposable soma”)



“Magiczna” telomeraza



“Magiczna moc telomerazy” c.d.



Terapie przeciwnowotworowe

• Telomeraza jest aktywna w >90% nowotworów 
• Inhibitory telomerazy




