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Transzkripcié szabalyozasa: mikor mely génekrél indulhat meg az mRNS atirasa

- represszorok, inducerek, transzkripcios faktorok
———=)- kromatin szerkezet — epigenetika: a DNS és az 6t korlilvevé fehérjék kodja

Poszttranszkripcionalis szabalyozasi lehet6ségek: mRNS érés, stabilitas

Kis RNS-ek szerepei
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Number of mol %
Histone Molecular Amino Acid
Type Weight Residues Lys Arg Role
H1 22,500 244 29.5 L3 Assaciated with linker DNA; helps

form higher-order structure

H2a 13,960 129 0.8 9.3
:;’E 12;;: i;: 12"2 1:: Tivo of each go to form the histone octamer core of the nucleosome.
H4 11,236 102 10.8 137

vte: All data are for calf thymus histones, except for H1, which is from rabbit.
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A kromatin szerkezet szerepe a
szabalyozasban

+ Egyes kromatin hurkok kilénb6z8 egyedi
kromoszdmakrol behajlanak a sejtmag egy
kodzponti régidjaba

+ Ez a kdzponti régié sok RNS polimeraz és
transzkripcios faktor fehérje molekulat tartalmaz

* Kulénb6z6é helyrdl szarmazé kromoszéma
részletek egytt atirhatok és még a fehérje
molekulakkal is spérolni lehet

Chromosomes in the
interphase nucleus

10 pm

Vajon hogyan késziilhetett
ez a mikroszképos kép?

Chromatin
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Eukromatin

Génekben gazdag kromatin (legalabbis a heterokromatin
régiohoz viszonyitva).

A génjeit korulvevé hiszton fehérjék nem szorosan
kotddnek a DNS-hez, ezért a génexpresszio
(génkifejez6dés) aktiv, szinte folyamatosan irédnak at az
mRNS-be (messenger RNS-be) a gének informacidi
Nehezen festhet6, laza szerkezete miatt.

Heterokromatin

Nem aktiv, az RNS polimeraz nem fér hozza. Két f6 tipus:
konstitutiv vagy fakultativ heterokromatin.

A konstitutiv heterokromatin sohasem irédik at, mind funkciéjaban,
mind formajaban irreverzibilisen inaktivva valt. Az emberi
kromoszomak kozil az 1-es, 9-es, 16-0s és az Y kromoszoéma
tartalmaz ilyen régiokat.

Fakultativ heterokromatin: képes visszatérni az eukromatikus
allapotba, ezzel lehetdvé téve génjeinek kifejezédését. A nékben
talalhato inaktiv X kromoszomajuk ilyen kromatinbdl all. Ezen
kromatin régiok metilaciéval és hiszton acetilacioval tudnak ebben
az allapotukban maradni, megakadalyozva az enzimeket, hogy a
DNS-hez férjenek.

Jol festhetd (Giemsa-festés): fénymikroszkop alatt szabalytalan
kérvonall s6tét szemcséket mutat.

https://en.wikipedia.org/wiki/Giemsa_stain 10

Mi a molekularis hattér?

A genetikai informacio a nukleinsav
szekvencian kivul még tovabbi elemeket
tartalmaz: epigenetika (C.H. Waddington)

Hisztonok médosulasai
DNS moédosulasai

igy létrejohet egy olyan elkotelez6dés, ami
alapjan a részlegesen differencialodott
sejtek csak néhany tovabbi uton mehetnek
tovabb (pl hemopoetikus sejtekbdl csak
véralkoto sejtek lesznek)
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C.H. Waddington
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Waddington's Epigenetic Landscape

Mioblaszt - izomsejt, keratonocita > bérsejt
Joéllehet a genom ugyanaz

Itt olyan elkotelezédésrél van szd, ami a sejtek generacioin at tud érv
Egyszer mioblaszt lett — utdna mar visszamenni nem tud!

ényesulni!

Omnipotens &ssejt — pluripotens sejtvonal - differencialodott

Orokletes és nem génszekvencia-
alapu tulajdonsagok

-Egypetéjii ikrek kiilonb6z6 hajszinnel, egy alombol
szarmazo utodallatok eltérd szoérzettel

-N 61 X kromoszoma inaktivalas

-Szerzett tulajdonsagok orokitése! Micsurin...

The ‘epigenetic’ code

] DNA methylation
Methyl marks added to certain DNS m
DNA bases repress gene activity

Histone modification

can attach to the “tails” of proteins
called histones, These alter the activity
of the DNA wrapped around them

6dositasok

A combination of different molecules Hiszton modositasok

* Fehérje kovalens modositasok

* DNS kovalens moédositasok




Hiszton modositasok

H2A ZGRGKQGGKARAKAK-
H2B PEPS?SAPAPKKGEKKAITKAQKK-

H3 AR?KQTARKZ t GG?APREQLATEAARK?APATGG\%KP-

H4 ?GRGKGGKGLGKGGAKRHRKVLR-

Adapted from Lund and Lohuizen Genes Dev 2004

17
Lizin metilalas
H CH,
H,C H,C | CH, H.C_ | CH,
H. NH N
SAM SAM SAM
~N I” SAH NN{ san N sam N
HO o) H
Lys N-Me-Lys N,N-Mey-Lys N,N,N-Mey-Lys
S-adenozil-metionin (SAM) a metil-donor,
ebbdl lesz S-adenozil-homocisztein (SAH)
Enzim: hiszton metil-transzferaz (lizin-metiltranszferaz)
NH, NH,

N\

"z

N A N,
SOWQ o iJ/E/N e /Oﬁ;\ o IEN
DEE sk G fh
[6) | /XJ CysHyNGOsS o) 7 L
HO O

3 il Ci4HzoNsOsS
o 398137239 384.121589

HO  OH

SAM  (s-adenosylmethionine) SAH (S-adenosylhomocysteine)

L] y 4 r r
Milyen modositasok? Me o 1o
Me”
. Trimetil-
o ien Tme & %
SEY NS
AN 14 A S Foszfo- (P)
OQSH (@]
HO~ \O/\KU\OH
NH,
Metil-
NI COOH
M& " o H )
J\ /\/\)]\ wN\/\/\HkOH
HoN N B OH 0 5
H NH, Acetil- (A)
. . - " r r
Metil-lizin demetilalas
(a) OH
CH3 CHz2 H2
ILI-Q LSD1 P|LH NH NH2
| | H20 |
(CH2)4 (CH2)4 (CH2)4
L\WJ FQM ;IWJ PN P indemetitaz
HIKA CHOH H3K4 N
(FAD-figgé
s S Z . amin-oxidaz)
Meno-methyl Lysine
lysine
(b) ‘[’“
CH3 CHz
JHDM |
NH2 Fe(ll) rluuz NH3
Jumanji
e f :i:Hw \ (\CHZW (Fe és ketoglutarat)
Hokgs 3G Suecinate Hakan EHOH Hakee Formaldehid szabadul fe
M"T;‘;Fﬁ?"" kit Mi az a H3K4? 20

H3K36?




Hiszton modosulas vs transzkripcio

H3 AR?KQTA@GG?APRKQLATKAARK?APATGG\%KP-

* Gén bekapcsolas: H3-K9 acetilalas
* Gén kikapcsolas: H3-K9 metilalas
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Metilalt DNS vs transzkripcio
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DNS-metiltranszferazok

Cytosine methylation

DNMTs

—eal e
S-adenosylmethionine

VAN AN/ NN ENAN N O
.ATTCGTCGCTAG:.. - ATTCGT™CGCTAG...

Ugyanaz a metildonor! Mi kévetkezhet ebb6l? 23

C-metilalas a DNS-ben

Cytosine methylation
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C-metilalas: fenntartja az inaktiv allapotot

Cytosine methylation

Cytosine Methyl-Cytosine
A A ©
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. Mi biztositja, hogy ez is masolodhat?
remicemies - Palindromal

Metil-C a heterokromatinban

The distribution of cytosine methylation in mammals

« Heterogeneity visible at cytogenetic scale

+ Associated with heterochromatic regions
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PMIC: 8609658

A DNS és a hisztonok egyiittes médositasai hatarozzak
meg a genom atirasanak lehetéségeit

Euchromatin Heterochromatin
P
BER | &Y
y \ A
o lhld,
+ High histone acetylation * Low histone acetylation
« Low DNA methylation + Dense DNA methylation
= H3-K4 methylation + H3-K9 methylation

Egyiittes szabalyozas kell! Mi lehet a kézés kapcsol6? o

Elsé kialakitas (de novo) és azt kdvetd
fenntartas (maintenance)

Establishment and maintenance

Replication

R ——
Maintenance methylation
Dnmtl

Alex Meissner, Henry Stewart Talks




Kell-e aktiv DNS-demetilacio? Miért kell, ha kell?

Passive DNA Demethylation Active DNA Demethylation
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DNS De-metilezés utak

Passziv: nincs DNMT Bhutani et al, Cell 2011 146:866-872

Aktiv: DNS javitassal kapcsolt

BER javitas és epigenetika kapcsolata

Hibas bazis vagy
metil-citozin-szarmazék
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Sematikusan:

UDG = uracil-DNS
glikozilaz]
HAPI1 = human AP endonukleaz

S’irdnyd vagas, termék 3'-OH Enzimaktivitasok:
AP endonuclease
.. Glikozilaz
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0 / . Polimeraz
glycosylase
Io glycosylase/AP lyase
R 3’iranyn vagas, termék 5’-OH
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UDG binds uracil via specific interactions
UEASL1-Di8 a1 yosiay)dse () ramives uracil, with the uracil Watson-Crick atoms. Thus,

but not thymine, from single- and double- uracil in dsDNA must be flipped-out of the
stranded DNA, amd preferentially excises DNA helix. 7 1 AtAar
e e e anire (o 0 eban / EipossdiEassine Uracil kotés:

from base pairs with Adenine (A:U).

A bazisparosodasban
szereplé U-atomok
. kotnek a fehérjéhez,
Ulrlif)ll'-llg ES_ (ez kb a véarhato,
glkozl DE: glikozilos N is lehetne)
PDB: 1EMH, 4SKN Tehat:
Mn;}rw‘,‘ Tyrta ki kell forditani
UDG(ng)! N G
egyes és kettés szala DNS ccon A @
egyarant szubsztrat @\ o
3 Phe158
) o e w e ™ o e e NS H-hidak és aromas atlapolas
G:U jobb szubsztrat mint ~ A:U T Thupey ST el S i3
e L L * A DNS-ben taldlhaté uracilt specifikusan megkotlk

extrahelical uracil | recognmon pocket
strictly conserved

majd kivagjak

A konzervalt Leu: exponalt,

Exposed i
Leucine highly:conserved szerepe van a DNS szalakkal * Az enzimcsalad tagjal T ”go we T
kialakitott kolesonhatiasban | : ~ 1He ;0:
m o o ‘o
Emberben legaktivabb, replika \< \<
U-zsebf hidroféb L UNG szé:risevrédega vabb repliicio
Az aktiy centrum koriil SMUG Egyes szali DNS-en aktivabb

a fehérje pozitiv arkot mutat
Uracil Binding TDG U:G, T:G hibasparok javitasa
P

ocket positive charge CpG szigetekben keletkezs uracil
negative charge MDB4 kivagasa




Passive DNA Demethylation Active DNA Demethylation
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DNS-javitassal kapcsolt aktiv DNS - demetilacio.

(1) TET enzimek: 5-metilcitozin (5mC) —bdl oxidativ atalakitasokkal hoznak létre 5-hidroximethicitozint
(5hmC), vagy 5-formilcitozint(5fC) vagy 5-karboxi-citozint (5caC).
(2) AID/APOBEC enzimek: dezaminalnak

(3) BER enzimek: a dezaminalt/oxidalt citozin formakat kivagjak, és erre a helyre a BER soran beéplil a
naszcensen de-metilalt citozin

0O ™ +/+ -/-
He - -
66kDa
— 45 substrate
[-ACHIN r—— —i -
product
G:T mismatch

TDG-null heterozigéta és homozigéta embrié Western blot és funkcionalis aktivitas assay

(A)TDG kifejezédés (Western) KO homozigéta: nincs lathaté expresszid, heterozigéta: a
vadtipushoz képest csokkent expresszid.
(B) TDG funkcionalis assay: G:T mismatch repair aktivitas sejtmagi kivonattal a kiilénboz
genotipusu sejtekben. ,O0”: negativ kontroll, sejtkivonat nélkil, ,rM”: rekombinans TDG-va|
torténd reakcio L. ;
Pozitiv és negativ kontrollok hol vannak??

Minek a béta-aktin?

A B
o
AID/APOBEC  TDG BER NHz NH, NH,
mC T—>AP>>C N)j/ N)jAOH NZ ] H
AID/ °)\'|‘ 0)\7 O/J\T
DG
Tet1-3 APOBEC smue  BER e - -
mC —> hmC—— hmU——> AP~>>C
o ) NH, O~
unknown NZ
Tet-3 Tet-3  Tetl-3 decarboxylase j\ ] ﬁ\ o T ‘
mC—>hmC — fC —caC——C P oA p "‘
| |
TDM ‘LTDG T hmu caC
AP —> —>C

FIGURE 1. Potential mechanisms for active DNA demethylation. A, Four potential mechanisms for
active DNA demethylation in vertebrates are shown (AP is an abasic site). The results here show TDG can
rapidly excise fC and caC, suggesting a new potential mechanism for active demethylation (larger grey
arrows), involving Tet-mediated oxidation of mC, TDG excision of fC (or caC), and subsequent BER.
Details regarding the previously proposed demethylation pathways (and references) are in the main
text. B, Chemical structures for 5-methylcytosine (mC) and its derivatives resulting from oxidation
and/or deamination.

1102 *1 3940190 U0 ‘453n6 A B100q A W0y PapEajumoq

A B
O ™ +4+ -
o4
66kDa
Tdg - =
— 45 substrate
-aCHIN r—— — -
product

G:T mismatch

N —

(C and D) Gross phenotype of wild-type and ng/ littermate embryos at embryonic day
E11.5. Double arrows: constriction in the cervical region of Tdg null embryos (D)
compared to wild-type (C); the enlarged heart with pericardial effusion (h) and
hemorrhagic liver (I) are apparent;

(G and H) Transverse sections of the liver at E11. A bdominal hemorrhage
(I'and J) Transverse sections of the heart at E11.5 show patterning defects in mutant
embryos.

(K and L) Immunostaining of the vascular labyrinth: disorganisation

Vad tipus és TDG-null homozigéta embrié fejlédési rendellenességek
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A differencialédas allomasai
Differentiated cells become
more restricted in their potential

L1 Totipotent
Zygote @ _—

Goowi|  Ganaz| Guead Ganst

Pluripotent

4

T 10 Myltipotent

Guoel Geenlt]  Gorsd Gonet

I Unipotent

Dot (Gaaz’ Geted | Ganad

DNS metilaldsban van a kiilonbség

DNA methylation

Pluripotent cell

w
ctggaggtgeaatggetgtettgtoctggactt
ggacatgggetgaaatactgggttoacceatat
ctaggactotagagiiggt gggtaageaagaact
gaggagtggccccégaaataattggcacaﬁgaa
cattcaatggatgttttaggetoctocagaggat
ggctgagtgggotgtaaggacaggdiiagaggg
tgoagtgocaacaggotttgtggtagifatgaga
catdfilagoaactggtttgtgaggtgtogiigtg
acccaaggoaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggcctcctggggtccﬂt cctaag
ggttgtoctgtocagaiftcoccaaccotaliitc
tggaagacacaggoagat agiifet@fioctoagt
tteotocccaccoocacagetotgetoctocacee
acococagggggliigggccagaggtoaaggetaga
gggtqqqattGGGGEQGSEGEGG’\:Gaiﬁa‘

cctaggtgagd@i@§tctttccaccaggececigy
ctfifigggtgeccacctteccoatys

;tggacac

Alex Meissner, Henry Stewart Talks

Methyl-Cytosine SmC

Unipotent cell ¥ &
O v"@‘o:

¢ Y vw
L

Ctggaggtgoaatggotgtettgtectggoctt
ggacatgggetgaaatactagggttcaccecatat
ctaggactctagaiiifggtgggtaagoaagaact
gaggagtggcccoagaaataattggcaca‘na
cattcaatggatgttttaggeteteccagaggat
ggctgagtgggctgtaaggacagaciiigagag
tgoagtgccaacaggotttgtggtalifitagag
catc‘agcaactggtttgtgaggtqtc*}tg
acecaaggeaggggtgagaggaccttgaaggtt
gaaaatgaaggcctectggggto cctaag
ggttgtectgtecagaiiiit coccaacctafiifec
tggaaqacacaggcaqatag*‘*ctcaqt
ttctoccacocccacagotetgetoctocacce
acccaggagiilaggccagaggteaaggetaga
gggtgggattggggagggagaggtgaaa

cotaggtgagdifitot ttecaccaggecodiily
cHillfgggtgcccaccttecceatgget

45
Na-biszulfit szekvenalas :
C->U, DE!! MeC nem dezaminalédik, marad MeC
Unmethylated DNA Methylstes
5-ACCGTCGACGT-2 F-AC"CGT"CGACGT-3
Bisuilfite treatment
5-AUUGTUGAUGT-3 5=A"C"CGT"CGACGT=3
15t PCR cycle
S-AUUGTUGAUGT-3 F-ACCGTCGACGT-3
F=-TAACAACTACA=S I=-TGGCAGCTGCA=-5
47

e, . . - ]

000,00

LIXXXY 4

F

o9

0/0/0/0/0/0,0,0/00'0]

e

Na-biszulfitos analizis TDG-null vs TDG +/+

Efs esetekben TDG (A-D)

Ures karika: nem-metilalt
Teli karika: metilalt

Egyértelm kisérletes bizonyiték TDG szerepére a
metilaciés mintazatban:
nincs TDG - sokkal tébb MeC van
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Altalanos kérdés:
A DNS kémiai tere limitalt — de mennyire is?

A DNS szekvenalasi modszerek legtobbszor
»inherens eléitélettel” rendelkeznek

Tobbféle bazist egybemosnak,
mert csak 4-félét tudnak
illeszteni

DNS szekvenalas: a bazissorrend

meghatarozasa (Sanger — dideoxi)

A két DNS szalat kettévalasztjuk

Az egyikhez hozzaépitiink egy 0j szalat

anégy bazis jelenlétében (T, , C, A)

A hozzaépités kozben figyeljiik a beépiild bazisok (T, , C, A) sorrend;jét]
5 ¥ 5

to be Sequenced 3 3

Larger
fragments

Add: @:’ 5
DNA Polymerase |
dATP Sothe =
dGTP sequence
predi o QAR e
dTTP (Gl v h‘:mp:jale al
plus limiting amounts of — strand is
fluorescently labelled —_—

ddATP

AHRAGAE,
ddcTP HE MG R @
ddTTP HHANAER @ it i

DNS szekvenalas: a bazissorrend
meghatarozasa (Sanger — dideoxi)
A két DNS szalat kettévalasztjuk
Az egyikhez hozzaépitiink egy 1j szalat
anégy bazis jelenlétében (T, , C, A)
A hozzaépités kozben figyeljiik a beépiild bazisok (T, , C, A) sorrendjé

1o be Sequenced ¥ 3 s

DR —

foblalbdLbdel Lol - I % T-A A-T
Sk Yn -C C-
s SN T . Lo
2 Ez a médszer mindig
csak 4-féle bazist fog

leolvasni, még akkor is,
ha ennél tobbféle van a

AHNARMHANSIAS, mintaban!
T-A De-metil-T - A oxidalt - A -T
-C -C Dezaminalt-C -

Altalanos kérdés:
A DNS kémiai tere limitalt — de mennyire is?

A DNS szekvenalasi modszerek legtobbszor
»inherens elGitélettel” rendelkeznek

Tobbféle bazist egybemosnak,
mert csak 4-félét tudnak illeszteni

»IGAZI” szekvenalas kellene a ,,furcsa” bazisokra
(v.0. Na-biszulfit 5MeC/C)

Ehhez kell valami okos kémia vagy antitest-jellegti felismerés

Ki lehet hasznalni a glikozilazokat
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* A DNS-ben taldlhaté uracilt specifikusan megkétik,

majd kivagjak kaH
LA,
* Az enzimcsalad tagjai: EN 7y .
- Hy
~uracl
ECNCT T
UNG Emberben legaktivabb, replikacié \< \<
soran is véd
SMUG Egyes szali DNS-en aktivabb
TDG U:G, T:G hibésparok javitasa

CpG szigetekben keletkezd uracil
kivagasa

MDB4

* Mesterséges, médositott UNG
= Kettés pontmutdciét hordoz (D154N, H277N)
= Specifikusan kikétédik az uracilhoz
= Katalitikusan inaktiv, nem hasitja ki

UNG CONSTRUCTS FOR CELLULAR ASSAYS

| EEEEEREEE 20 44 313

Residues unique to UNG2
7 18 3 pZZZZ) 84

PCNA -binding RPA-binding

I. Currently used construct:

1l. New construct with 1XFlag or 3XFlag-tag:

UNG-alapu szenzor kromoszoma
festésre

DAPI UNG-DsRed

Ung-/- cells were treated with

g fluoro-deoxyuridine,

o

z than stained with the UNG-reagent
Staining is visible in mostly the hetero-
chromatic regions (cf DAPI),

] A

=) Staining is erased by UGI,

* arguing for specificity

Masféle alapokon: Nanopoérusos szekvenalas
DNA can be sequenced by threading it through a microscopic pore in a membrane.
Bases are identified by the way they affect ions flowing through the pore from one
side of the membrane to the other.

- DNA DOUBLE
HELIX

Nincs el6itélet!

@ Aflow of ions through

Ez mar miikodik
the pore creates acurrent.

sokféle o Each base blocks the

2 e ne protein flow to a ditferent degree,
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DNS bazis médositasok detektalasa :
single-molecule real-time sequencing (SMRT, PacBio)
Valosidejl szekvenalas: ha metil-adenin van a lancban,
akkor ahhoz sokkal tovabb tart, amig a polimeraz beépiti a timint
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http://www.labonline.com.au/articles/50190-DNA-base-
modification-detection-using-single-molecule-real-time-
sequencing
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