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Soksejtiiekben egy adott gén nem mindig ¢s nem minden
sejtben fejezodik ki (differencialis genexpresszio)
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Bizonyiték a differencialis génexpresszio letezéserere

A prébaként szolgalo mRNS-ek forrasa:
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A filterre foltokban rakotott 16 cDNS 16 kiilonbo6z0,
majbol izolalt mMRNS-nek felel meg

A nitrocelluloz filterekremajsejtekbdl izolalt 16 kiilonb6z6 MRNS alapjan
készult cDNS-t kotottek foltokban (eaz ugynevezettdot-blot). A
filterekhez3?P-vel jelzett méj-, vese-, valamiidegsejtekbdl izolalt mMRNS-
eket hibridizaltak.

Az autodiagramokon lathatd, hogy a majbdl izolEht mRNS tdébbsege
nem talalhatd meg a masik ket szovetbdmgyanakkor kis szambarle
vese- €s agymintaban is talalhatdbak olyan mMRNS-ek, amelyek
majsejtekbenis jelen vannak- ezek lehetnek példaul a minden sejtbe
mukodo haztartasi génetermékei.

Haztartasi gén



A sejtek differenciacioja soran nem vesznek el genek
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A sejt differenciacioja
nemegtermélmn}'iteu ﬂh“ril soran nem vesznek el gen
l pete c_@ (John Gurdon, 1958)
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Az RNSpolimeraz II kotddéséhez
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Az eukaridta gének expressziojat szabalyozo szekvenciak

(@) Fleszté

TA-gazdag
UAS régi(')
Kotohely ~100 bp Kédolo
. J régio
~300 bp

(b) Soksejtii élolény

TATA box

Enhanszer Promoter
(tavoli régié)  (kozeli régio)
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—_—
—

~300 bp



Az eukaridta gének expressziojat szabalyozo szekvenciak

gén-specifikus
transzkripcios faktorok MRNS -
=
N
exonok
TEF

[TATA-Binding protein)

\ ]\ J

T I
valtozo rész konzervalt rész

Az eukariota promoternek van konzervalt (,,core”) része €s a
differencialt expressziot lehetévé tevo, akar sok, génenként mas-mas

szakaszbol 6sszetevOdo része
http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/Promoter.|


http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/T/Transcription.html#rna_polymerases

Hogyan lehet transzkripcids faktorokat
es/vagy kotohelytliket azonositani?

1. Ismert DNS-szekvenciahoz keresunk
kotofeherjet



Biokémiai modszerekkel kiilonbozd tulajdonsdgaik alapjan a
fehérjéket el lehet kiloniteni

solvent continuously

applied to the top of
sample  column from a large
applied reservoir of solvent

;]
solid | .o l .o | e ‘ T Y
6 ¢

time fractionated molecules
eluted and collected

Oszlopkromatografia: az oszlopot megtoltd anyagon (matrix) keresztiil a
fehérjek (a kotodés mindsége vagy méretiik miatt) nem egyszerre érkeznek az

oszlop aljarakiilonb6zo frakcidkban lesznek jelen.
Alberts: Molecular Biology of The Cell Fifth Edition, 20C



Gél-shift vagy EMSA (electrophoretic mobility shift assay): a
DNS gél-elektroforézise soran a DN&rabhoz kotodo fehérje
lelassitja a DNS gélben vald haladasat

Fraction ON1 2 3 4 5 6 7 8 8 101112 14 16 18 20 22

Bound

/ probe -

A fehérjéhez kotédott *
jelolt DNS-darab
lassabban fut a gélbe

,,szabad”, fehérjehez
nem kotott jelolt DNS-
darab . Free

probe —»

ON: minta az oszlopra felvitt teljes fehérjeelegybol
1.-22. minta: az oszlopkromatografiaval elkulonitett frakciok a vizsgalandd DI
darabbal keverve. A 7. és 8. frakcio tartalmazta azokat a fehérjéket, amelyel

kotodtek az elegyhez adott DNS-darabhoz. _ _ y
Lodish: Molecular Cell Biology SixthEdition, 200



DNS ,footprinting”: az egyik végen jelolt DNS-hez kotodo
fehérje a kotés helyén megakadalyozza a DNS emeésztés

Sample A
(DNA-binding protein absent}

Protein-binding
sequence

Sample B
{DNA-binding protein present)

Sequence-specific
binding protein
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| szeparaljak, majd a jeldlés alapjan (pl. auto-
.::,A —gP)— radiografiaval) detektaljak a DNS-fragmenteket.

1. A fehérjefrakcidkhoz hozzaadjak a 3.A 9.-12. frakcio tartalmazta azokat a fehérjék
jelolt DNS-darabot, majd a frakciokhoamelyek kotddtek az elegyhez adott DNS-darabhoz
DN-az is adnak, olyan koncentraciobanert ezek esetében hianyoznak bizonyos méreti
hogy mindenféle méretii darabok kelet- DNS-fragmentek (,,]Jabnyom™ a gélképen)

kezzenek (“létra” kép a szeparalas utan). Lodish: Molecular Cell Biology SixthEdition. 200



2. Ismert kotdfeherjéhez keresiink DNS-
szekvenciat



Kromatin immunprecipitacio (ChiP). egdott feherje altal a
genomban felismert DNS-szakasz azonositasa
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:ChIP-sequencing.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:ChIP-sequencing.svg

Vajon hogyan ellenOrizhet0, hogy egy fehérje valoban
transzkripcios aktivatorként (vagy represszorként
miikodik In vivo?

l

15.3-as feladat



Az eukaridta génszabalyozas elemel az enhanszerek és
silencerek- tavoli helyekrdl hatnak, hurokképzddéssel.
Gyakran t6bb gen egylttes szabalyozasat végzik
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http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/P/Promoter.



A Mediator nevll fehérjekomplex ,,0sszehozza™ a transzkripcio
szabalyozasaban szerepet jatszo fehérjéket

____aktivator
2 feherje
W B B B B e IE——
enhanszer TATA-box

kotodnek az altalanos transzkripcios
faktorok, az RNS polimeraz Il, a kromatint
atrendez0 fehérjek, és az aktivatorok

kromatin4trendezo
= feherjek

“% . hiszton-modositd
~ enzimek

TRANSZKRIPCIO Alberts: Molecular Biologyv of the Cell. 20(



Egy példa a silencerek szerepére

mb

..‘ 7

drg

Az L1 gén expresszioja normal egérben, ill. egy adott silencer eltavolitas
utan (bw, body wall; cg, cranial ganglia; cm, cephalic mesenchyme; drg, c
root ganglia; h, heart, mf, midbrain



Hogyan lehet elérni azt, hogy az enhanszerek csak bizon
geének kifejezodesere hassanak a tavolbol?

. . ., looping of DNA
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A: Ha ket enhanszer egy hurokbam: Masik hurokban 1évo génre nem
van: hathatnak ugyanazon génekreidnak hatni
http://scibloas.co.nz/code-for-life/2010/08/03/insulat



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Gene_enhancer.svg

Az eukariota transzkripcio szabalyozasaban
a kromatinszerkezet is szerepet jatszik!



linker DNA core histones of
nucleosome
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http://biology.kenyon.edu/courses/biol114/Chap01/chime/histone.html

A nukleoszoma szerkezete



//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d9/Nucleosome_1KX5_colour_coded.png

A nukleoszoma szerkezete




A nukleoszomat alkoto hisztonfehérjek Nesieneos.
terminalisanak (hisztotifarok™) médosulésai e
meghatarozzak a kromatin szerkezetét.
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//upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/d/d9/Nucleosome_1KX5_colour_coded.png

A hisztonok aminosav-oldallancainak leggyakoribb modos
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A hisztonok acetilaciojanak szerepe a sikeres transzkripcic

hiszton hiszton
”“k'efﬁzfﬂfb S fehériek ~farka
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- : s A hiszton acetiltranszferaz
acetil ity hiszton acetil- aktivitasa nyoman lazul a
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hlsztonok transzferaz K 1
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g
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fehérjék

szétszerelodnek a nukleoszoOmak

_ :
Gn. remodellez6 fehérjék hatisara 1’“ ,remodellezd”

a traﬁszkripciés komplex kapcsolodhat
a DNShez, keadc’idhet a transzkripcio

transzkripcio



A hisztonok deacetilacioja és metilacioja tomdariti a kroma

nincs transzkripcio
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Heterochromatin

heterochromatin proteins nucleosomes

histone
modification
L Il |
heterochromatin euchromatin
A replikacio utan csak a CHROMOSOME
hisztonfarkak fele metilalt! A\DUPLICATION
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NEW HETEROCHROMATIN
PROTEINS ADDED TO
PROPERLY MODIFIED HISTONES

Gl i

heterochromatin euchromatin

IL
heterochromatin euchromatin

A kromatin tomor (represszalt) allapo
képes az utddsejtekben fennmaradni
epigenetikus oroklodés!

Lodish: Molecular Cell Biology SixthEdition, 200
Alberts: Molecular Biologyv of The Cell Fifth Edition. 20C



A metilalt citozin seqiti a L ye——————Ty

kromatin tomorodeset, igy wetnécié ha aDNS metil-transzferaz
gatolja a transzkripciot. A s tevékenysége nyoman 5-

\

DNS metilaltsagi allapotes - mmm So mmmm o Metil-citozinok alakulnak ki
3 N cc I -

epigenetikusan 6roklédik - Replikaciot kovetden a
' citozinok nem metilaltak
H } / Replikécic')\ az Wjonnan képzodott
g Sl DNS szalon
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5-metil-citozin | miatt a citozinok et ) e
metilalédnak az Gjonnan A metilazaktivitasa hatasara a
képzddott DNS szalon citozinokrdl eltavoznak a metil-
csoportok, elkezdodhet a transzkripcio




A genom imprintalodasa A kromoszéma anyai A kromoszéma apai
eredetll, a gén metilalt eredetii, a gén nem metilalt
az epigenetikus oroklodes
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kozvetleniil a mei6zis elott (egy

résziik a leendd himivarsejtekben,
mas részik a leendo petesejtben).
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7 metllaC|os ’ ﬁ g /
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X-kromoszdma inaktivacio
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X chromosome X chromosome

Az Xist RNS szétterjed az ot kifejez6 X kromoszoman €s megvaltoztatja
a kromatin-szerkezeteta mintazat az 6sszes utdodsejtben megmarad

Alberts: Molecular Biology of The Cell Fifth Edition, 20C



A “sejtmemorid kialakulasa
Az epigenetikus informaciok oroklodhet-
nek, ezért hozzajarulnak a ,,sejtmemaria’
kialakitasahoz DNS-metilacig—s N unesisylatead

METHYLATION |  DNAregion
methylated DNA region

NEW DNA
METHYLATION
STATE
INHERITED

the effect of the
transient signal is
remembered in all of
the cell's descendants

transient signal

3 turns on expression
Frotmde  ofproteinA 2
bucausaitis —:. HISTONE active chromatin
normally required MODIFICATION
for its own an inactive chromatin

transcription

pozitiv visszacsatolas: a citoplazmaban NEW
, L 2 , . o , _< CHROMATIN
talalhato, es az utddsejtekbe juto faktorok alt: STTE __

hiszton-modosuléas»
Alberts: Molecular Biology of The Cell Fifth Edition, 20(




A transzkripcios faktorok szerkezete



A transzkripciods faktorok DN&6t6 motivumokat

tartalmaznak
Hélix-hajlat ¢urn)-helix Cink-ujjak
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A transzkripcids faktorok DNE&6t6 motivumokat
tartalmaznak

HéIix-haant ([urn) -hélix Cink ujjak




A transzkripcios faktorok tobbsége dimer formaban szaba
A heterodimerizacid noveli a szabalyozhatd DNS-szekvenc
repertoarjat

ONA i RN

Alberts: Molecular Biology of The Cell Fifth Edition, 20C



A transzkripci0s faktorok szabalyozo doménja teszi lehetove
a fehérje-fehérje interakciokat

DNS

DNS-koté __|
domén

Linker

szabalyozd
domén




Szabalyozo regiok egyes elemel funkcidjanak megismeré
A riportergenek haszna

w-: fehér szemszint okozo6
mutacio, azeért, hogy

Kromoszoma legyen (piros szemszip! O

® avizsgalt
géen helye a
+<__genomban

i

IRmarkergéna vizsgalni  riporter: az IR e

(szemszin) kivant E. coli
szabalyoz6 LacZgénje
szekvencia

Az embrioba
bejuttatott
transzpozon

B-galaktozidaz

Riporter-konstrukciot tartalmazo | |
transzpozon szerkezete A transzgenikus ecetmuslica

(példa: ecetmuslica) egy sejtjenek genomja



a riporter elé ultetett promoter-szakasz: Central
g g = 3 rﬁ . ¥ Zygotic expressioharval nervous!maginal Egg
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Az egyik legjobban ismert promoter: avegénnek a
masodik szelvényben torténo kifejezddeését szabalyozza

stripe 3 stripe 2 stripe 7
module module module ‘
J TATA Eve gene

[ =

Ok RTINS
stripe 2 TATA LacZ gene
module

Eve stripe 2
forms here

Hunchback ®

L stripe 2 module: 480 nucleotide pairs |

concentration of gene regulatory protein

I Kriippel and its ————— Bicoid and its
binding site —— bindingsite
“ mf.:"".a.
— Giant and its Hunchback and
:-: binding site I its binding site

-<— anterior position along embryo posterior —»

Alberts: Molecular Biologyv of The Cell Fifth Edition. 20C



A genexpresszio
szabalyozas szintjei

@ mikro-RNS
@ transzlacio | @ MRNS lebontas
fehérje

@ fehérje modositas

O feherje lebontas



MikroRNS-k: A génfunkcid ,,csendesitése” RNS-interferenciave

Az RNS hurkot kepez,
benne kettos szalu résszel

A Dicer nevi fehérje-
komplex az RNS-t rovid
fragmentekre hasitja

Egy tovabbi fehérje-komple/* |
(RISQ a fragmenteket
egyszalu RNS-ekké alakitja

mikroRNS

Az egyszalli mikroRNS Cel mRNS
a cel-mRNS komplementere Y |

A cél-mRNS a RISC komplexg',-

altal megsemmisul, -
a transzlacioé elmarad




A MIKroRNS<k érése és mukodése

CLEAVAGE
b “CROPPING”
AAAAR NUCLEUS
CYTOSOL
ha a miRNS szekvenciaja teljesen CLEAVAGE
megegyezik a cél mRNS-ével: - *DICING”
lebomlik az mMRNS A _’_‘1 ha a miRNS-nek csak rovid
Argonaute and : szakasza egyezik a cél mRNS:

other proteins 3’ 5’ RISC o o
T az mRNS transzlacioja gatlodik

extensive match less extensive match

® mRNA ""“"f'."“""":_ AAAAA @ mRNA \H‘I‘I‘I‘ ! AAAAA

l “SLICING”

. AAAAA

|
L RISC released
@ AAAAA
‘ v
o 0 TRANSLATION REDUCED

rapid mRNA DEGRADATION A |herts: Molecular Biology of The Cell Fifth Edition, 20C



Az RNS-interferencia a m@ﬁm mw
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génfunkcido mesterseges S picer

dsRNA \ / shRNA

| processing by Dicer
ADP + Pj A

csOkkentéserehasznalhatc
— az alapkutatasban és
gyogyitasban egyarént

uu

RISC

ATP

/_,.:’ unwinding of siRNA
ADP + p; 4k

uu

¢recognition of target mRNA

Andrew Fire Cralg MeIIo
RNS-interferencia vizsgalata

Caenorhabditis elegabsn o oo spoci | > m‘ﬂ
2006, NObeldllj and release of RISC

SIRNA small interfering RNA: e S
mesterségesen van a Seitbe iUttdtva http://dna-rna.net/2011/08/25/rna-interferen




