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A génexpresszié szabalyozas szintjei pro- és eukariotakban

Az atiras és forditas egy S S

helyben es folyamatosan. o ———— —— e
A gének a ,csupasz’ DNS TRANSCRIFTION
folyamatos kodold régioi, : s } S
gyakran kdzosen szabalyozott protein o

csoportokba rendez6dve

Az atiras és forditas térben és
id6ben elvalasztott.

A gének kromatinba
csomagolt DNS kodolo és
nem kodolo régioibaol allnak és
tobbséguknek kiterjedt,
esetenként nagyon tavol
elhelyezked6 szabalyozé
régioi vannak.
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A tobbsejtll eukariota szervezet egyes sejt tipusai jellegzetes, az adott sejt tipusra
jellemz6 genmikodés mintazatot mutatnak.




Az eukariota sejt génexpresszios (transzkripciés) programjanak
megvalositasa azt eredményezi, hogy a megtermékenyitett zigétabol az
ugyanolyan genetikai tartalom ellenére az egyedfejlédés soran valtozatos
funkciok ellatasara képes sejtek jonnek létre.

A differencialédas soran a sejt kilonbozé utakon haladva eltéré
végallapotokba ér.

Mi hatarozza meg a golyo utjat?

Mennyire meghatarozott?

Visszafordithat6?

Mi biztositja a gének egyes csoportjainak miikodését, ki és bekapcsolasat?
?27?2?

HOGYAN SZABALYOZODIK A TRANSZKRIPCIO ?



A pro- és eukariota gének szervezédése eltéro
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A génexpresszid lehetséges szabalyozasi szintjei

eukariotakban:
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Transz-kripcio RNS éré
eres
szabalyozas szabs- RNS tran.sz-p.ort
. és lokalizacio
lyozasa

szaba-lyozasa

A legfontosabb, leggyakrabban szabalyozott Iépés az RNS atiras
kezdete, transzkripcio iniciacio.
A szabalyozas alapja mindig DNS és fehérjék kolcsonhatasa.

Fehérje
aktivitas
szabalyo-zasa

Transzlacio
szabalyozasa

A szabalyozas megértéséhez beszélni kell: az enzimrdél ami RNS-t szintetizal, a
fehérjékrol, amelyek modositjak a miikodését, a DNS szerkezet alkotta jelzésekrdl, és a
DNS becsomagolasrol, ami a jelzéseket elfedi, vagy hozzaférhetové teszi.



Eukariéta sejtek RNS polimerazai:
Pol | (pol a) (RNAPI) Rpa alegységek

Pol Il (pol b) (RNAPII) Rpb alegységek
Pol lll (pol c) (RNAPIII) Rpc alegységek

(Organellumok (mitokondrium, kloroplaszt RNS polimerazai)

Mindegyikben 12-16 alegység. Tomeguk > 500kD.
4-5 alegyseég hasonld a bakterialis pol alegységeihez.
5-6 tovabbi k6zos mind a harom sejtmagi polimerazban és 4-7 tovabbi specifikus
az egyes polimerazokra.
Biokémiai elkulonitésuk alapja:
érzékenységuk alfa amanitin oktapeptidre

Pol |l — kis koncentraciéban, gyorsan inaktivalja,
Pol | - nem érzékeny,
Pol |l - atmeneti érzékenységet mutat.

Funkcionalis kulonbseégeik: az atirt gének

Lokalizaciojuk:
Pol | és Pol Il nukleolusz
Pol II: nukleoplazma




Szekvencia specifikus transzkripcios faktorok (TF)

Nem kovalens DNS-fehérje kotdédés. DNS felismerés
a nagyarokban, 5-6 nukleotidos felismerési
szekvencia (RE), leggyakrabban egy alfa-hélix
részlet fekszik be a nagyarokba és néhany aminosav
oldallanc képez bazis specifikus kdlcsonhatasokat.

A fehérje rendszerint dimer — a felismereési hely
ismetl6do, vagy palindrom szekvencia.

A transzkripcids faktornak elktlonulé DNS koté,
dimerizacios és mas fehérjével kdlcsonhato, aktivald
(esetleg még ligand, vagy hormonkotd) doménjai
vannak.

Hasonl6 szerkezeti DNS koté domént tartalmazo
transzkripcios faktor csaladok léteznek {a)

[} Bacteriophage 434
repressor




A transzkripcio ardldep! Nutleosoms
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Kiterjedt (akar tobb tiz, vagy tobb szaz kb-ra kiterjedo)
szabalyoz6 szekvenciak,
kromatinba csomagolt DNS

A legaltalanosabb cisz szabalyozé6 részek:
Core-promoter a start korul +/- 20-50 nukleotidra (TATA,
INR, DPE, ...)

Promoter proximalis kotohelyek ( kb. -200 —ig)

Disztalis elemek (akar messze tavol -10 000 )



A cisz elemek (DNS, RNS?) szolgalnak kotohelyekként a transz-hatasu
szabalyozdéknak (fehérjék, RNS)

Az alap transzkripcios apparatus komponensei:
F\fNS polimeraz (RNAP i, Pol ll) és
Altalanos transzkripcios faktorok (GTF: TFIIA, TFIIB, TFIID,...)

A promoter proximalis reszen gyakran SP1, AP-1, C/EBP kétohelyek, kicsit
tavolabb: RE = response elemek
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lsglation of Aglivators and
the Basal Machinery



Ko-aktivatorok

Olyan fehérjék, amelyek rendszerint nem specifikus DNS
szekvenciahoz kapcsolédnak, hanem az alap transzkripciés
faktorokkal létesitenek kolcsonhatasokat (a transzkripcios
apparatust harom dimenzios kiterjedésuvé teszik)

TAFs = TBP associated factors (12 or more)
TBP : TATA binding protein
TBP + TAFs = TFIID

A TAF fehérjék szerepe, hogy az alap transzkripcios
faktorok és a tavolabb kapcsoldédé szekvencia specifikus [
faktorok kozotti kapcsolatot biztositjak.
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Discovery of Co-Activators



A leggyakoribb alap promoter konszenzus szekvenciak:

transcription

start point
=35 =30 I_.. +30
_ N =
BRE TATA INR OPE
ganeral
CONSan&LUs
alement transcription
S e e R e L enbon
BRE GUGLGACGCC TFIE
TATA TATAATAAT TEBP
INR CTCTANTACTCT TFID

DFE AGGATCGTG TFID



A pre-iniciacios komplex i
képzodésének lépései (PIC:
pre-initiation complex)

TFIIF other factars

start of transcripfion

TATA box
_

(A ‘
TEP TFID
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TRANSCRIFTION



A polimeraz egy DNS-t kiteker6 RNS-t folyamatosan épiteni képes nanogépezet.
(R. Kornberg Nobel dij)
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Az o0sszeszereld6do transzkripcids apparatus egyszeriisitett
szerkezete egy szabalyozandé génen

genaral
transcription  ANA polymerase |I gens
gene regulatory protaims factors regulatory

el . . I

regulatory DNA
SO UErR e profmoter
AMNA transcript
the gene control region for gene X
De: a szabalyozé .
elemek egy része A DNS kromatin
tavolrdl hat szerkezetben van
COMA-binding
site for activator

. activator
LRCR, - Nucleosoms Ao
. TFIIC ;;5 7 ‘ core particle '7; \ )
TFllA WY oo
i AN -‘.r' ‘;':- . AN 0 om
" TFIIE & ’ \ D
H TATA, GEME

10-nm fiber 30-nm fiber



Tovabbi ko-aktivatorok/mediatorok/adapterek, amelyekkel
feloldhaték a nehézségek:

Hiszton moédosité és kromatin atrendezé (remodelling) komplexek

Diversity of Co-Regulators



_~ Nuclensome
d core particle

& 30 nm

- 10 nm-es rost (gyongyfuzér)
Nukleoszoma
core partikulum és 30 nm-es rost (szolenoid)
Linker

DNS

Monhlsione
protein ="
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Linker DA
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Histore H1

Hiszton Nem-hiszton
H1 fehérje




3° structures
(inter-fiber contacts)

Maximum folded
2° structures
(e.g., 30-nm
chromatin fiber)

Moderately
folded 2°
structures

Extended
nucleosome
arrays

DNA




A hisztonok poszt-transzlacios
modositasa szabalyozza a
kromatin allapotot (kondenzalt/
relaxalt, zart/nyitott kromatin,
transzkripciosan inaktiv/aktiv
allapot)

f=

a Closed chromatin: transcriptional repression b Open chromatin: transcriptional activation
HODAC HDAG

Nature Reviews | Drug Discovery



A hiszton | A legtobb hiszton
modositasok helyei modositast

els6sorban a

] a modositas
m’JkIePS.zoma magot . tipusara és helyére
képzd hiszton specifikus

oktamert alkoté H2A,

ellenanyaqggal ki
H2B, H3 és H4 N- yags

lehet mutatni.
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Hiszton médositasok tipusai Fél elet ido:

(nincs, vagy van toltes moédosulas, acetilacio: percek
kis, vagy nagy méret( csoport,

mono-. di-. trimetil foszforilacio: 6rak

szimmetrikus és aszimmetrikus elrendezésben) metilacié: napok
d Ubiquitin, SUMO b
CH,
W Gyene [N cllc B c
|
HC_ 0 H-CH 0O HN_ NH#  HN_NH+ CH. s L L LS
e '= ] L 1-‘-
N lnllH :!||-| I|'IH I|~IH rliH
| | | c (CH, (CHa)s
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H,N+ COO- HN+ COO- H,N+ COO-
Marsematig Symmetric Amyrmmedric
Trimathyl lysine anginine dimethyl arginine dirmethiyl Bighd e

60 target, 10 mddositd csoport, 110 féle modositas



2000: Histone code

A modositisok kombinicidja egy kédot jelent

(de mi 3 kéd:
hely, id@, sorrend,...?)

H3

H4

N termini Modification Associated Function

Residue: state protein/module
14 91014 18 23

8
Unmodified  Sird/Sird/Tup1 Silencing

N; Acetylated Bromodomain Transcription

M Acetylated ' Histone deposition?
N Phosphorylated TR Mitosis/meiosis
N L Phos/acetyl ? Transcription
N u Methylated 2 Transcription?
N m Higher-order 7 ?
: : combinations '
N . - Acetylated ? Transcription
N + Acetylated RCAF? Histone deposition

CENP-A N% Phosphorylated ? Mitosis

7 17 27



A médositasokat létrehozo GNAT farnily

| — -, - [ | RGCN5
fehérjék a hiszton kédot irdk. S
| I I |Tipeo
Pl. HAT enzimek: N
A (mag) és B (citoplazma) tipus. |p. — - -
Rendszerint k0mp|9Xben, [ HAT cataltyc domain [ Bromodomain
d SpeCifitéSt a tobbi alegySég [l ADA2 homolog domain O Zinc finger motif
Szabélyozza. [ Cysteine/nistidine rich region
Acetyltransferase
HAT1 Ha (K5, K12)
CBP/P300 H3 (K14, K18) H4 (K5, K8)
H2A (K5) H2B (K12, K15)
PCAF/GCN5 H3 (K9, K14, K18)
TIP&0 H4a (K3, K8, K12, K16)
H3 K14
HBOD1 (ScESA1, SpMST1) H4 (K5, K8, K12)
SCSAS3 H3 (K14, K23)
ScSAS? (SpMST2) Ha K16

ScRTT109 H3 K56




A médositas akkor szolgalhat jelzésként ha dinamikusan valtoztathaté.
Azaz vannak hiszton kédot kitorlo (radirozo) fehérjék:
Pl. hiszton de-acetilazok.

Class |

 —— | HoACH
B ——

e | HDAC3
O HDACE

Class lla

— e ] HDAc459
| I HDACY
Class llb

- ——— | HDACS
[ I [— HDAC10
Class IV

(] HOAC 1

[l HDAC class | catalytic domain  [[JHDAC class VI catalytic domain
BHDAC class lla catalytic domain [] Coiled-coil region
[C]HDAC class llb catalytic domain




Hiszton metil-transzferazok

Lysine

Methyltransferase

SUV3gH1 H3K9
SUV39H2 H3K9
G9a H3K9
ESET/SETDE1 H3KS
EuHMTase/GLP H3K9
CLL8 H3KS
SpCird H3K9
MLL1 H3K4
MLL2 H3K4
MLL3 H3K4
MLL4 H3K4
MLL5 H3K4
SET1A H3K4
SET1B H3K4

ASHA H3K4
Sc/Sp SET1 H3K4
SET2 (Sc/Sp SET2) H3K36
NSD1 H3K36
SYMD2 H3K36
DOT1 H3K79
Sc/Sp DOT1 H3K79
Pr-SET 7/8 H4K20
SUv4 20H1 H4K20
SUV420H2 H4K20
SpSet 9 H4K20
EZH2 H3K27
RIZ1 H3K9

SET1 family

[ | | MLL

l [ | ]SET1

| ] | EZH1

SUW38 family

| ] | SUV3gH1

PRDM family

L

[ DWW WNW  WW |rROM2

[ PHD finger motif [] SET domain [ SANT motif [lI] Zinc finger motif

[El Bromodomain [ Chromodemain [Z] PR domain




A hiszton kédot ,olvaso” fehérjék a modositott hiszton oldallancokat felismeré
fehérje doméneket tartalmaznak:
Pl.:

A

Chromo
Tudor




A modositasok egyuttesen gyakorlatilag minden folyamatot befolyasolnak, ami a
kromatinon zajlik. Részben azért, mert kozvetlen szerkezetet médositd hatasuk van,
reszben azert mert jelzéskent szolgalnak mas maodosito, szerkezetet alakito, vagy
egyeb folyamatban résztvevé (adaptor) fehérjének ill. fehérjék egyutteseinek.
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Epigenetika

Az egyedet alkotd sejtek genetikai anyaga megegyezé,
a differencialdodas soran meégis eltéréve valnak.

Waddington epigenetikai tajképe (1957):

Conrad Hal Waddington
1905-1975

|'||| 1K | |||J

Az éltérd differencialodasi ut egy eltéré génexpresszids program
vegrehajtasanak eredménye. Ezt pedig a kromatin allapot hatarozza meg!



Epigenetikai kod: a kromatin modositasok

0sszessege - epigenom
- Me

The two main components
of the epigenetic code

DMNA methylation

Methyl marks added to certain
DNA baszes repress gene activity,

Histone modification

A combination of different
melecules can attach te the ‘tails’
of proteins called histonas, These
alter the activity of the DA
wrapped around them.

Chromosome

Reprintad by parmission from Mecmillan Publishars Lt : Enigenatics Unfinishad Symphany ¢2006

Nem az aminosav kod
jelentését érint6

DNS maédositasok
(pl. citozin metilacio)

A DNS
hozzaférhet6ségének,
értelmezhetbsegének
valtozasai

nukleoszoémak tipusa —
hiszton variansok

nukleoszomak jelzései —
hiszton moédositasok
(egy részuk !)

nukleoszomak helyzete

NcRNS-ek



Epigenetikai az olyan stabilan orokl6dé jelleg, amit
kromoszémaban létrejott valtozas,
de nem a DNS nukleotid sorrend megvaltozasa okoz.

- Kromoszomalis (nem organellum, nem fehérje (prion) stb)

- Az organizmusra és sejtekre is értelmezett (sejtrol-sejtre, (a mitdzisokon at)
és nemzedékrdl nemzedékre (a meiozisokon at) at orokl6dé
tulajdonsag (cancer epigenome, transgenerational)

Azonos nukleotid sorrend mellett fennallé és oroklédoé eltérések.
(a nukleotid sorrend eltéré6 miikodése, értelmezése, értelmezhetésége)



fantromers _ o " noby Marase
specification
EE"‘:‘E ~zatinn Histowma RE:liﬂEt l'_""'c"':.g,i"'ia“\l: M"
and cohasion modifications, nva-replicathe complex

varlants ans Aﬁb L odieosom
= binding proteing . ]
'n:- Transcription I oo B ;—g:ﬂ'* 1 DA &
Muclear pore and i. . ¥ polymerase
nucisar lamin £ ]
intaractions ) .
121
Domalin-as) g -
=pulation and - _ﬁ B
dosage compansation % g:‘% ,-W RHA
¥ ¥ Y
.-.‘""‘t Origin mapplng Chart RWA
Tl Tinming, miRH A
] cifferantlal nRNA
ﬁw . feplicetion _sRNA
Enarate =
antibpciay ——i

Epigenetizs and transer ptian regulation Replicatlsn Transeriptlon and splicing



Moddszerek

ChlIP és variacioi, DAMip,
meDNS detektalas,
proteom analizis, SILAC, MALDI

ChlIP on chip, ChIP-seq, ...:

@

ChIP %

v
ChiP-gnriched
JMA fragmenis "w
v
Purified DMA
¥ Y
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DNA-protein
cross-linking

Cell lysis

Sonication or
enzyme digestion

s
iy

M"M Fragmented
chromatin

Immunoprecipitation
with specific antibody

Immune precipitate

w (ChIP material)

gPCR

DNA purification

\ Analysis of bound DNA

| '\ﬂ (\ Ilﬁll f'. |

Sequencing

Microarray




Epigenetikai ,tajkép” a muslica kromoszomakrdél (18 modositas, 32 fehérje)
(9 modositasi mintazattal az egész genom kromatin szerkezete j6 kozelitéssel leirhato)
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A transzkripcio aktivacio lépései:
Condensed chromatin

L
L

Pioneer TF binding : Enhancer T

g
&
:

Recruit chromatin modifiers _
Remodel enhancer chromatin

L

Emhancer 3

i

/' Recruit specific TFs

Enbanoar TS5

| Remodel core promoter chromatin

Enkancer T55

|
|I Recruit PIC com ponents



A transzkripcio aktivacio lépései (folyt):

\& Recr uit PIC com ponents

Recruit pause-releasing *
factors [P-TEFb)

Active transcription



De: a kromatin elrendez6désének szerepe?!

\ Cytoplasm
Cell
signal

Chromatin

=5

cis regulatory module



Hasonlo sejtekre és szOvetekre hasonld kromatin allapot jellemezd

A
Primary cells and tissues (in vivo) Pluripotent H 3 H_E Ta &
stem cells and
Anterior caudate Mid-frontal lobe ) differentlated
Cingulate gyrus Substantia nigra ‘ progeny i
Hippocampus middle | U & =
Inferior temporal lobe I /\ Erif . R |
47 (4 L) [ EMREROneRS Lymphoblastoids
CD19+ B-call cD34 it /i ' Pt |
+ B-cells + progenitors 4 lines Endothel
1§ CD3+ T-cells ' ¢ ) e
o Induced Mamhn?_ary
1T pluripotent cells Hpdeiiin
» Rectal smooth muscle Skeletal muscle \ (3 lines) Fibroblasts
- Stomach smooth muscle  Adipose |
~ Keratinocytes
Al Duodenal mucosa Liver ii‘dfni:e::ar‘: 7
=8 Colonic mucosa [ ¢ (muemm-rs u Myoblasts
Rectal mucosa prog ) Muscle

C H3K4me1 -

Pluripotent @
®

H3K27me3

| R NPC
Meurons

PCH

principal component analysis



Pluripotent ® S-H9

@
e EB day4 Totipotent
e EB day9

1

NPC
Neurons ¢

Lineage- . & .
committed

HaK27me3 PC1

Az embrionalis 6ssejtek H3K27me3
mintazata a differencialédas soran
valtozik, a kromatin fokozatosan egyre
er6sebben represszalt allapotba kerul.



Embryonic stem cell Differentiated cell (in vivo) Differentiated cell (in vitro)

- . = - > -
~ " ()
[ ] {1
' ' .': F I.I 1
o D =
)
L) . i
} o - S
% 0 -
g R
' , Muclear membrane Muclear lamina
—&— Accessible chromatin -000- Polycomb repressed
—C— Active locus 200~ H3K9me3 domain

JUWL Lamin-associated (no marks)

Modell, ami az in vivo és in vitro megvaldsulo differencialdodas soran kialakulo
eltéré6 kromatin szerkezeti valtozasokat probalja magyarazni.
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