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Génexpresszio szabalyozasa
MRNS érés, kis RNS-ek szerepel

Leitmotif (vezérmotivum)— zenei alapfogalom, de itt is talalkozunk majd ilyennel



Szabalyozasi lehetéségek és szintek a génkifejezédésben

Transzkripcio szabalyozasa: mikor mely génekrél indulhat meg az mRNS atirasa

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

Poszttranszkripcionalis szabalyozasi lehetéségek:

MRNS stabilitas

———= MRNS éres

———) Kis RNS-ek szerepei



Az RNS-ek sokszinl molekuldk, kicsit ellentétben a DNS-el
Gyakran fehérjékkel egyiitt komplexet alkotnak

Lehet katalitikus aktivitdsuk (Tom Czech, Nobel dij)
Sokféleképpen feltekeredhetnek 3D-ben - analdgia a fehérjékkel
Szdmos kémiai modositdson dteshetnek

Sokfelé lokalizdlédhatnak (sejtmag, nukledlusz, citoplazma, riboszéma, P-body,
Ago komplexek)

Szdmos modon befolydsolhat jak a génexpressziot: érés, splicing, miRNS, siRNS



Szokvanyos RNS molekulak
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RNS definicio

» Ribonukleinsav
- Ribonukleotidok (Ribdz, bazis, foszfat)
» Tipusok
- Kodolo: messenger RNA (MRNA)
- Nem-kodolo:
- Riboszomalis RNS (rRNS)
- Transzfer RNS (tRNS)
- Small nuclear RNS (snRNS)
- Small nucleolar RNS (snoRNS)

- Interference RNS (RNSI)
- Short interfering RNS (siRNS)

- Micro RNS (miRNS)




RNS processzadlas

DNS NI PREKURZOR RNSK

| | Hasitas l

Nukleotid addicié pre-rRNS
ERETT RNS @ Nukleotid beillesztés ¢mm pre-tRNS
Nukleotid eltavolitds pre-mRNS
l Szegmens addicio
Szegmens kivdgds
PROTEIN Bdzis mddositds
(MRNS-nél) Cukor mddositas

Egyéb faktorok, amik az RNS- jellegli molekuldk
expressziojat befolyasoljak:

koncentrdcid (transzkripcid és degraddcié ereddje)
lokalizacio

riboszémdhoz kotés



RNS-formadlo RNSk és komplexek

rRNS riboszomdlis RNS

snoRNSk fehérjékkel komplexalnak, nukleotidokat médositanak
tRNS transzfer RNS

RNaz P fehérje + RNS

snoRNS fehérjékkel komplexalnak, nukleotidokat médositanak
mRNS hirvivé RNS

snRNS U1,2,4,5,6 > spliceoszémdk (sok fehérjével)

gRNS RNS felismerd szekvencia info

miRNS génexpr szabdlyozds

siRNS génexpr szabdlyozds

sho, small nucleolar
sn, small nuclear

gRNS - guide RNS - CRISPR



MRNS szerkezet

e Kddold szakasz

 Untranslated szakasz
— 5" UTR
 7metil-G cap : sapka
— cap binding proteins
 Transzlacio szabalyozas

— 3 UTR
« Stabilitasi elemek
« Szubcellularis lokalizacio (iranyitdszamok)
* poli(A) veg

10



MRNS

Translational control Subcellular localization Stability
Hg’gn ihes | Polyadenylation

Antisense RNA
Coding sequence ;
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mRNA processzalds

Cap hozzaadasa Transcription RNAPII

L4 2 B4 CTD PP )
fol atrendezodések g

0 Ya" . g2 o2 /™3 end processing

matok Poli-adenilacio ) @) o

Editdlas (szerkesztés) ’; p“cm;\_ﬁ_ﬂ_ )QmRNPassembly

S

4 0 o
Er‘e'ﬁ' EXPOf"r QO Nuclear mRNP surveillance
RNS Lokalizacios valtozasoK ¥ erg%plg____o 0
tovdbbi Transzlacio O 0 €3 mRNP export
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Az mRNS keletkezésétal fOQVG \ Translation
egészen a lebomlasaig kiil6nboz6 X Turnover
feherJekkel €s egyeb RNS-ekkel all Aguilera 2005  Current Opinion in Cell Biology

fizikai kapcsolatban (komplexek).
Ezek a kapcsolatok meghatdrozzdk az  mRNP (messenger ribonucleoprotein
MRNS kémiai médositdsait és sorsat. particle):

MRNS + hozzd kotott fehérjék



mRNS processzdlas: ,capping”

5' capping: a 5'-végre 7MeG keriil
Eukariédta mRNS transzlacidjdhoz elengedhetetlen
A riboszomdhoz kotédést inicidlja

Mihelyst az mRNS lekeriil az RNS polimerdzrdl (RNS
polIT) , réépiil a 7-metil-guanozin sapka J

Specidlis kotés: 5'-5' pirofoszfatlll j‘ \>

/\:\ P
NH

Metildlds a rdépiilést koveti .
Az mRNS néhadny tovdbbi 5'-véghez kozeli bazisa )
szintén metildlédhat

OH OH

A sapkdval elldtott mRNS tud majd a riboszomahoz -
kotni



Leitmotif - metilalas
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mRNS processzdlas: ,splicing”

- Nem-kadolé szakaszok (intronok) eltavolitdsa ES (Na

.visszamaradd” exonok dsszekotése (ligdldsa): .exon junction” (EJC)
(PROKARIOTAKBAN NINCSENEK INTRONOK!)

» Spliceosome: splice-szoszéma:
Itt torténik a splicing, ez katalizdlja a sziikséges reakciokat

Ot snRNP komplexbél dll

Ezeken beliil hatféle snRNS van (small nuclear = kis magi) : U1, U2,
U4, U5, or U6, plusz mindegyikben vannak fehérjék.

Vannak az 6sszes snRNP-ben kozos fehérjék, és vannak olyanok is,
meiyek az egyes snRNP-kre specifikusak

+ Splicing kémiai véghezvitele: transzészterifikdcié
(Iényeg, hogy ebben NINCS sZUKSEG nagyenergidj
foszfatészterekre)

cis-splicing: mindkét exon ugyanazon az mRNS-en
trans-splicing: kiilonboz6 RNS-ne |évé exonok aztan
6ssze lesznek katvelll VARIACIOS LEHETOSEG!



Intronok eltavolitasa: splicing

NP Precursor
& SN mRNA
5 5-exon T 3'-exon :
13
intron
S'-splice site 3'-gplice site
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Splicing komplex: felismeri a
részlegesen konzervalt
szekvenciakat

5" splice site Eranch point 3 splice sita

5" Exon I Intron 1 ? 3' Exon
i i _ FPyrich e
Pre-mRANA G U AG AG U C U AG A CU | reglon |N C A G jG
=150 d T
Frequaeney of 70 &0 BD 100100 95 70 80 45 80 90 A0 100 &0 80 100100 &0
poourence (9t : —— 20ROk —H

5' splice és 3' splice helyek: némi konzervdltsag (5’ SS: 5’ Splice Site)
Intron végein: némi konzervadltsdg
Intronon belil: pirimidin gazdag rész (15 bp)

MIRE KELL ITT VIGYAZNI?? HAT A LEOLVASASI KERETRE!



Splicing — splicesome: tobb
fehérje és sSnRNSek

Két snRNS-t latunk, melyek a pre-mRNS-hez kotnek részleges hibridizacioval.
Ul: 5’ exon-nal, U2: 3’ exon kortl (itt van az “A” hely)

Részleges hibridizacio - leitmotif
Hol lattunk mar ilyet?



5%8S Branch point 3'SS

Exon 1 l i i Exon 2
50 [GU A AGIT

-Yc Tl P——

A splicing lépései:

Ul és a tovdbbi U2..6:

ezek az snRNP komplexek 6tohelye

5
k
U2
v

u4/U6-U5
U5 snRNP
U6
U4

Lariat: a sajatos 6sszehurkolt
kihasadé intron szerkezet neve

A

1 Formation of

lariat-like intermediate

l Excision of intron

Ligation of exons

A AG] +5'[ T 3




RNA splicing - a diverzitast segiti

Alternativ splicing
Alternativ promdterek

Alternativ poliadenildcios helyek

A splicing révén
lehetségessé vdlik az
alternativ promoterek
haszndlata.

Erre egy példa:

Magi izoforma
sejtciklusfiiggé prométer
irdnyitdsa alatt,
Mitokondridlis izoforma:
konstitutiv promoterrel.

Extrém példa:Drosophila
Dscam gén: elvileg 38016
lehetésges mRNS-e van

Ba Cassette exons
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Bb Mutually exclusive exons

Bc Competing 5’ splice sites
Bd Competing 3 splice sites
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Bg Multiple poly(A) sites
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Genomi DNS vs cDNS
(vs: versus: 6sszehasonlitas)
Hogyan klonozndnk meg egy emberi fehérjét?

cDNS: az mRNS készletrél reverz transzkripcioval visszairt DNS
Milyen enzim kell ehhez?
Reverz transzkriptdaz - ami RNS templdatrél DNS-t szintetizadl

Honnan szerezhetiink ilyen enzimet?
(retrovirusokbdl, még jo, hogy ezek is Iéteznek).

Gondolkod junk:
mi lehet a kiilonbség a genomi DNS és a cDNS infotartalma kézot+?



RNS splicing - szabdlyozas

A splicing-ot is lehet persze szabdlyozni!
Enhancer (segit6) fehérjék és/vagy gatlé fehérjék kothetnek az
intron vagy az exon szekvencidkra
Léteznek is ezeken beliil . konszenzus" szekvencidk (amik gyakran
kotnek ilyen szabdlyozé fehérjéket):

ESE  exon splicing enhancer

ESS  exon splicing suppressor

ISE intron splicing enhancer

ISS intron splicing suppressor
Exon-iranyitott splicing: egy intron 5’ splice-helyét az el6z6
intron 3' splice helye koordindlhatja (nem pedig a sajat intron 3’
splice helye

U2 snRNP Ul snRNP Regulatory complex

UCCAUUCAUA-5"
RS

TT
AGGURAGU

AUGA UG P
Ll del . .
UACUAC NNYYYYYYYYCA

Branch site 3’ splice site 5’ splice site

ESE ESE g ESS ESE



mRNS splicing - poliadenilacié, a transzkripcié vége
(terminacio)

A legtobb eukariéta mRNS esetén az érett 3' vég
hasitdssal generdlddik (tehdt a transzkripciod
tovabbmegy, mint az érett mRNS vége, és aztdn
levdgodik a felesleges rész)

A vago enzim: 3'-végre specifikus endonukledz (nem
exonukleaz!!)

Vagas utdn kovetkezik a poliadenidcid és az export a
citoplazmdba (MRNP formdban - tehdt az mRNS
fehérjével komplexdlt formaban exportdlddik a
sejtmagbdl a citoplazmaba)



mRNS splicing - polyadenylation/3' end formation
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Az mRNS 3' végének
kialakitdsa emlésokben:

» poli(A) szigndl AAUAAA kell
* avadgds a CA dinukleotid

utdn kovetkezik be

* a vdgdst katalizdlé fehérje
komplex hozzdkot a 3' splice
site fehérjéihez

» a poliA vég gyakran
cirkularizadlva épiil ra az
MRNS-re, a poliA-kot6

fehérjék révén.
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RNS export

mRNP export a sejtmagbol:

Adaptor fehérjék révén torténik Nucleus &

a nuklearis porus komplexen (NPC °
ris porus komplexen (NPC) ;@%

keresztiil 7 o, b

o

(errél volt szé a sejten beliili e
Tr'anSZpor"l' e|6adésonl) 6% @ mRNA export adaptor
© mRNA export receptor

>1 \

o nuclear or cytoplasmic
poly(A) binding protein

[ Q nuclear-acquired mRNP
component (e.g., EJC)

o cBCc20/80 © elF4E

lokalizacio

CPEB: ;
® bt ribosome

mRNS transzldcid: a fehérje felhaszndldsi helyehez kozérféhet
Egymdssal kapcsolatba Iepo fehérjék mRNS-ei egymadshoz kozel
transzldlédhatnak

transzldcié

-kovetheti rogvest az mRNS citoplazmdba érkezését

VAGY

- az mMRNS-t tarolni lehet, amig at nem irddik (P-body) - miRNS is ezt
haszndlta

turnover (ez is a P-body-ban torténik)

nonsense-mediated decay: fontos, hogy a tudl korai STOP kodonokat
tartalmazé mRNS-eket lebontja az eukariéta sejt (mert az a .feltevés”,
hogy ezeknél mutdcioé tértént. Gondolkodjunk: mi alapjan lehet egy STOP
kodonrdl eldonteni. hoagy tul korai“???



RNS tarolas és turnover

P-testecskek —
P _ b o) d | es Deadenylation Decapping  exonucleolysis

/

g e g g lemd LSm1-7 — Dcp1:Dcp2 — Xm1

.. r s Processing bodies
Ezeken beliil levdgédhat

az mRNS-rdl

a poliA vég ill a 5'-sapka
DECAPPING!
DEADENYLATION!

Ezutdn a lebomlds
kénnyebben megy

miRNS is ide
kertlhet!



RNSk RNS-formalo (processzalo) funkcioi

Bdzispdrosodds: a HELY meghatdrozdsa, ahol a folyamat torténik
(itt jol ki lehet haszndlni, hogy mind a felismerendd, mind a
felismerd szakasz nukleinsav!!)

Katalizis: vagy kapcsolt fehérje vagy az RNS maga

FONTOS!
némely RNSk—ribozimek: 6nmaguk enzimek

PELDAK
self-splicing intron Tetrahymena rRNS

'hammerhead' ribozimek: 6nmagukat hasit jdk
snRNSk: splicingban katalitikus aktivitds

Leitmotif - RNS katalitikus aktivitas



rRNS processzdlas

Hasitas: Pre-rRNS -18S, 5.85, 28S rRNSk;

minden fajban pontosan meghatdrozott helyeken
kell darabolni a pre-rRNS-t

18S 5.8S 28S
...... PNS EeTs ITSHITS ETs .

185 5.85 285
LT S 11T S 2

5.85 285
—LTS ITS

5.85
I1;_
5.85 285

ITS (for internal transcribed spacer)
ETS (for external transcribed spacer)



$RNS processzélés SOK MODOSITOTT NUKLEOTID!

tRNase Z

RNase P \ /

5' leader és 3' trailer levagds;
sorrend vdltozhat, két tRNS hasité
enzim kell (tRNaz)

véglil még egy ,LAA"

CCA vagy encoded (eleve ott van a
dinukleotid is r'ciker(jl

tRNS génen kddolva -
prokariétdkban) vagy
poszt-transzkripcés (eukariotdk)) CChse s ATP 1

aaRS 3
editing —
intfron

Acceptor stem: néha editadlt

tRNSnek lehetnek intronjai az
antikodon hurokban



Erdekes analdgia a fehérje-
feltekeredéssel
Fehérje-folding - RNS folding
GYAKRAN co-folding!

vagyis egyiitt tekerednek fell

tRNS térszerkezet
CCA tail sdrga, Acceptor stem lila, Variable loop narancs, D arm piros,
Anticodon arm kék, Anticodon sziirke, T arm zold.



rRNS/tRNS processzalas : nukledlusz

Modositdsok : mind a bdzison, mind a cukorgydrdn
elofordulhatnak

rRNS ~100 ribéz 2'O-metildlt
10 bdzis metilalt
95 U (uracil) pszeudoU-t (y- ez a jele) képez
ezek a mddosuldsok a riboszéma felépiilése elgtt
torténnek

tRNS ~100-féle médosult nukleotid
ezek kozil néhdny a transzkripcid sordn kertdil ide
mdsok a transzkripcié utdn médosulnak

snoRNS: ezek a shoRNS-k felelosek sok modositasért
(tehdt a modositasok helye a nukledlusz)



RNS modositasok
snoRNS

rRNS, 1RNS, miRNS, siRNS és mRNS modositdsa mind

lehetséges a snoRNS-k dltal

Egyre tobb snoRNS-t azonositanak
Méretiik: ~60 - ~300 nt

\"--_
T B Pre-rRNA

snoRNA &

H/ACA snoRNS:
Pszeudouridildciéért felelés

=
] 2-OMe 2"-OMe £_|
| - :l-l' MH

4 =

kT
/

f) = 5" Pre-rRNA

snoRMA &

C/D snoRNS:
Metildciéért felelds
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U3 snoRNA

SNORNSKk felfedezeése

&
u B
Uy by,

e oA
a
G‘ u.l'

aaaaaa

ey
uuuuuuuuu

Wikipedia

e U3: 60-as évek

 Patkany sejtmagokban

festodeés
« Név oka: sok uridin



SNORNS bioszintézis

 Elesztében:
monocisztronos snoRNS-k

jellemzdek (mi1 1s az a ——
i ?

——l——
« NOvényekben:
policisztronos snoRNS-k [Polycistronic |

e Gerincesekben: sShoRNS —I-’——-———
gyakran van az rRNS

processzalo feherjék FRtonic |
Intronjain beldl N o oo

(érdekes példa arra, hogy az
Intron informaciot hordoz



SNORNA bioszintezis

e Policisztronos és intronikus shoRNS-knél kell a
processzalas, ahhoz, hogy funkcionalisak legyenek

Endonucleases

/A . v—

™~ e

ro

Exonucleases

Aziﬁ:l—_f

Splicing machinery



RNS ,editing” - Szerkesztés - info modositas

Az RNS editing megvdltoztatja az RNS
szekvencidt és kodolast

Eloszor azt gondoltak, nagyon ritka

Madra kideriilt, hogy dltalanosan el6forduldé jelenség

(gombak/prokariotak kivéetelével mindenhol taldltak
mar ilyen példat)

Két fo tipus:
1. Bazis modositas: dezamindlas: C>U, A>I

2. Inszercio/delécio (ettol a leolvasasi keret is
valtozhat)



Leitmotif - bazisok dezaminalasa
A > T RNS editing

dezamindlds f\ </N H~|)J\NH
S J 3 N""“““N’)
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‘ O OH
mig A : G-vel o, @
b H,
Az A I hatdsa tehdt _N L o
egy pontmutdcié )—< )_\
gy p . /N___\/ N
ibose N_r,f } N\
NiShikur'a 2006 O Ribose
Adenosine Uridine
C H
C > U N - -H-— N

I-_{.-";'

. o . 0 Sd

Ez is pontmutdcidt fog jelenteni Ribose” N:/“ 2 N%N
. . . , , Ribose

Gyakori az immunoglobulin géneknél Inosine Cytldme



