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Active, dimeric MAP kinase
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Barmely sejtben adott pillanatban a géneknek csak egy része
muikodik, a tobbi kikapcsolt allapotban van. Hogy a sejt ezt
megvalosithassa, szuksége van:

1. a gének ki- és bekapcsolasat végzo mechanizmusra
2. ezen mechanizmusnak fel kell ismerni azon

korulményeket, melyek egy gén ki- vagy bekapcsolasat
teszik szukséegessé



A génmikodés szabalyozasa tobb szinten
valosulhat meg

1. transzkripcio ki- és bekapcsolasa

2. transzkripcid intenzitasa

3. mMRNS érésének és stabilitasanak szabalyozasa (eukariétak)
4. transzlacié intenzitasa

5. fehérje poszttranszlaciés moédositasa

6. fehérje életidejének szabalyozasa (proteaszéma)
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Transzkripcios faktorok (trans elements) és regulacios
(koto)helyek (cis elements)

Cis szabalyozé6 elemek: prométerek, enhancerek, silencerek
és insulatorok

Trans-hato faktorok: transzkripcids faktorok (a cis elemeken
miikodnek)

Kombinatérikus génszabalyozas



Az eukariota genszabalyozas

A szoveti differencialédas bizonyos gének irreverzibilis
kikapcsolasat, masok irreverzibilis bekapcsolt allapotat jelenti.

Az eukariéta gének szabalyoz6 szakaszai joval hosszabbak a
prokariétakénal.



Differencialt génexpresszio

A szervezet minden sejtje azonos genetikai informaciét hordoz,
az élolények mégis szamos eltéro sejttipusbél épllnek fel. A
szoveti differencialodas soran bizonyos gének irreverzibilisen
kikapcsolasra, masok irreverzibilisen bekapcsolasra kerulnek.

Az eukariota géneket harom csoportra oszthatjuk:

»Haztartasi (housekeeping) gének: minden sejtben allandé
szinten, folyamatosan kifejezodnek (konstitutiv expresszio, pl.
sejtlégzés)

»Adott sejt-, szovettipusra jellemzo gének (pl. plazmasejtek
ellenanyag termelése)

»Csak bizonyos korulmények kozott kifejez6do gének (pl.
hormonok altal szabalyozott gének)



Az eukariota gének szabalyozasa
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Promoter

« Ahhoz, hogy a transzkripcio elindulhasson, az RNS-

polimerazoknak meg kell talalniuk azokat a DNS szakaszokat,
ahonnan a transzkripcio indul.

« Ezek a specifikus, konzervalt DNS szekvenciakat tartalmazo

helyek a gének kodolo regiojatol upstream elhelyezkedd
promoterek.



Az eukariota promoter szerkezete

L UG A

“”J’I”‘
s ._,l‘ ‘A:
A mutacioés analizissel azonositott konzervalt szekvencia egységek
mindegyikét regulator fehérjék ismerik fel, melyek DNS kotése
elofeltétele az RNS polimeraz Il kotédésének.
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3.0 {
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Relative transcription level

-

GGGCGG — CCAAT JATA.
~200 bp ~100 bp —

Az eukaridéta prométer alapszerkezete 3 szekvencia blokkbal all
a fenti elrendezédési GC, a CAAT és a TATA boxokbol.



Az RNS polimeraz Il komplex osszeallasa

S

Egyedul a TATA boxon 11(!) TAF
(Trans Activating Factor) fehérje
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Az eukarioéta transzkripcio
iniciacios komplexének formalédasa !

(&) TFIID

(B)
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The TFIID complex binds
to the TATA box through
its TBP subunit

Transcription
initiation site

TFIID is stabihzed
by TFIIA

TFIIB and TF1IH join the
complex on the TATA box
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Carboxyterminal domain (CTD)
A complex of RNA
polymerase II, TFIIE,
and TFIIF is positioned

RNA by TFIIB and the
() Iy e 11 TEIIB carboxyterminal domain of
i b y the polymerase
is bound by TFIID
TFIIE

TFIIF
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CTD The CTD is phosphorylated
by TFIIH and is released by
TFIID; transcription begins
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WY A AYSaYar | Junsa TAVZ AVAAVARVARYA " Cravl

TSRNA transcript

—




Enhanszerek

Cisz szabalyozo szekvenciak, amelyek a szabalyozott
génnel (promoterrel) altalaban azonos kromoszéman
helyezkednek el, fokozzak a transzkripciot

Az enhanszerek tavolabbi génekre is képesek hatni, nem
feltétlenul szukséges, hogy a gén 5’ végéhez kozel
helyezkedjenek el, lehetnek a gén el6tt (upstream), a génen
belul (intronok), a gén ,,mogott” (3’ vég, 3’'UTR).

Az enhanszerek az idoben és térben (sejttipus) eltéro
transzkripcioé fo szabalyozoéi.

Egy adott gén szabalyozasaban tobb enhanszer is részt
vehet, amelyekhez tobbféle transzkripcids faktor kotodhet.

Az enhanszerek tobb elembdl alinak. A kulonbozo elemek
egymassal tobbféleképpen kombinalhatok.

Ugyanazt a gént killonboz6 sejtekben mas enhanszerek
kapcsolhatjak be.

Az enhanszerek bizonyos esetekben gatoljak a
transzkripciot.
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Eukariota enhanszerek

Az SV 40 virus szabdlyozé elemei korai mRNS-ek

1 - — E B .,.g'f B R — _— G —
TTGGTCGACACCTTACACACAGTCAATCCCACACCTTTCAGGGGTCCGAGGGGTCGT CCGTCTTCATACGTTTCGTACGTAGAGTTAATCAGTCGTTGGTC 5' Early mMRNA

AACCAGCTGTGGAATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCA GGCAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAG 3' Late mRNA
S ——— ] O] Eet————

N\ % N\ %
Enhanszer A Enhanszer B

Az eukariota promotertdl 5' iranyban tovabbi szabalyozo DNS elemek talalhatok,
melyet enhanszernek neveznek. Az enhanszerek nagysagrendekkel befolyasoljak a
genkifejezddés mértékét. Az enhanszerek szerkezete, mérete és a transzkripcios
starthelyt6l valo tavolsaga génre jellemzd, akar tobb 100 kb is lehet. Az enhanszerek
szintén konzervalt szekvencia boxokat tartalmaznak melyek DNS-kot6 fehérjéek
felismerd helyei. Az enhanszerek szovetspecifikus mikodésiek, ezzel teszik
lehetévé az eukaridtakra jellemzd differencialis génszabalyozast.




Az enhanszerek megszabjak a génexpresszio terbeli
és idobeli mintazatat

VM1 VM2 LE ID, ID,

————-

70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
v dpp

A muslica dpp génjének enhanszerei. Az 5' enhanszerek (VM) az embrié
mezodermdjdban, az intronban Iévé enhanszer (LE) a késdi embrio
ektodermdjaban, a 3' enhanszerek (ID) a larva imdgokorongjaban okozzdk a dpp
receptor kifejezodését.




Enhanszer

01 crystallin gén szabalyozasa: Pax6 3’ iranyban hat

Enhancer DNA

=
Enhancer \/

< |
<

somatostatin gén szabalyozasa: Pax6 5’ iranyban hat




Ha a DNS-koto fehérjék egymas
kozelségében tapadnak a DNS-molekulan,
a koztuk kialakulé kooperativ
kolcsonhatasnak nincsenek térbeli
korlatai, mivel a fehérjék altalaban elég
nagyok és ,,hajlékonyak” ahhoz, hogy
érintkezésbe Iépjenek.

A kb. 5-6 helikalis fordulatnal tavolabb
fekvo fehérjék kozott a DNS-hurok (DNA-
loop) adja az egyetlen lehetoséget arra,
hogy a fehérjék kozelbe keruljenek. Az
enhanszerek és silenszerek akar tobbszaz
bazispar tavolsagra is lehetnek a
szabalyozott géntél. igy ketténél tébb
szabalyozé6 elem is egymas kozelébe
kerulhet.




Egy enhancesome szerkezete

DNA bending
pco‘tem

activales
transcription

0.




A kulonbozo eukariota transzkripcids aktivatorok
az enchancerekhez kotodnek

Examples

N- DN D¢ GAL
TEVAVAVAY 3 Vo 8 T

DNA-binding
domain

o Activation
domain
VAVAV:

Flexible protein
domain




Transzkripcionalis szinergia

NO transcription

gene activator protein

b 4

1 unit of transcription

> T P

500 units of transcription




Silencer

Cisz szabalyozo
szekvenciak, az
enhanszerekhez
hasonléan a
szabalyozott génnel
(prométerrel)
azonos
kromoszéman
helyezkednek el, de
gatoljak a
transzkripciot

NRSE: silencer

(A)
L1

pro‘:noter NRSE
@‘o : - A R e D
-galactosidase
(B)
L1
pro\motcr No NRSE

fB-galactosidase




5 lehetoség az eukariota génexpresszio represszalasara

Al

competitive
DNA
pinding

(B)

masking the
activation
surface

ctivation ace
ACUIVATOE 41, activation surface

rERressor

TATA
binding site
hinding site for rapressor
for activator
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[ =
J ngaal TATA

binding sit¢  binding site
for sctivator for reprossor

direct interaction
with tha genaral
transcription factors

recruitment of
reprassive chromatin
remodefing
complexes

{E)

racruitmant of
histone
deacetylases

remodelad nucleasomes

specific pattern of
histone acetylation

hingding sito
for activator

remadeling

SRS S

\

histone deacetylase



Az eukariota szabalyozo6 fehérjék kulonb6zo
osszetételli komplexekben vesznek részt

(A} IN SOLUTION (8) ON DNA

coactivator LO(CD'QSSOf
) ACTIVATES REPRESSES

ﬁ ‘ B TRANSCRIPTION ~ TRANSCRIPTION

- » .8 ) %BF )

‘?’% GENE ON GENE OFF
%’ COE(.llVd or
coactivator  ACTIVATES ACTIVATES
TRANSCRIPTION RANSCRIPT!ON

oy ) &g )

GENE ON GENE ON

A ,piros” fehérje 3 komplexben is részt vesz, amelyek
kozul az egyik gatol, mig a masik ketto aktival




Egy szabalyozé fehérje tobbszoros expresszio befolyasol6 szerepe

glucocorticoid glucocorticoid
receptor in hormone
absence of
glucocorticoid
hormone

geno 2

gone 3 geno 3

genes oxpressed ot low level gones oxpressod at high level




Inzulator

Az enhancerek és a silencerek akar tobb kilobazispar
tavolsagbdl is képesek hatni az adott gén kifejezodésére.

Az inzulator szekvenciak néhany tiz bazispar hosszusagu
DNS-szakaszok, amelyek az enhancer és a promoter, vagy a
silencer és a promoter kozott helyezkednek el.

Funkcidjuk: gatoljak a gének enhancereinek vagy
silencereinek hatasat a szomszédos génekre.



Insulator

Model for how enhancer-blocking insulators might work

Promoter 1 Promoter 2

b

ON

Enhancer-blocking
insulator




Schematic diagram of insulators

O ,--'"'"_""‘--,_' |
o L haterachromatin

gene & insulator  enhancer geneg B insulator
element alament

|..— domain of actively "I
tramscribed chromatin




Az atirasban részt vevo elemek emlos-human

Activators

These proteins bind to genes
at sites known as enhancers
and speed the rate

of transcaption,

Enhanceg,

TATA box

Coactivators

These "adapter” moleculas
integrate signals from aclivalors
and perhaps reprassors.

sejtekben

Repressors

These proteins bind

1o selaected sets of genes
at sites known as silencers
and thus slow transcription.

A
NV /AN
H
v ANA
\ poiymera,so Coding
teglon

/////m

Caore promoter

Basal transcription factors
In response to injunctions
from activators, these
factors position RNA
polymerase at the starnt

of transcription and

initiate the transcription process.

A nagyszdmu transzkripcios
faktor négy alapcsoportra
oszthato:

1, Alap transzkripcios
faktorok, melyek az RNS
polimeraz kotésért felelosek
2, Ko-aktivdtorok, melyek
az enhancerek ,lizeneteit”
kozvetitik a polimerdznak
3, Aktivatorok, melyek az
enhancerekhez kotodnek

4, Represszorok, melyek a
silencerekhez kotodnek

A génkifejezddés
mértéke mindezek
egyiittes hatdsanak
végeredménye.
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A szabalyozo6 elemek jeleinek integralasa a prométeren

strongly activating
assembly neutral assembly of

== -:::h regulatory proteins
strongly
inhibiting
protewmn A 3
spacer
DNA \ \

o PROBABILITY OF
weakly i INITIATING
activating TRANSCRIPTION
protein
assembly

TATA




Transz elemek: transzkripcios faktorok

Minden transzkripcioés faktor tartalmaz DNS-koto és fehérjekoto
domeént.

A fehérjekotdé domének savas aminosav felszineket tartalmaznak.

A DNS-kotéo domének mindossze néhany, evoluciésan konzervalt
motivumbdl épitkeznek:

- helix-turn-helix

- cink ujj

- leucin cipzar

Az aktivaciés domének joval sokrétiibbek.



DNS-koto fehérje motivumok: Helix-turn-helix, cink

ujj, leucin-cipzar

B /]H ,
I l }'\" R
7 -
I @ 5 |
¢ : 4 A I
I 1 , @? &
% | ()
- y Nonpolar contacts /é\ , 9
4 | between these helices A .
J 4 | stabilize the motif. > -
' | “ocooH .
NH
Tum Recognition helix = ¢ :

- cink uj;
. Residues on this side .

form hydrogen bonds with
bases in the major groove.

helix-turn-helix

A helix-turn-helix, a zink ujj, és a leucin
cipzar alapvetd DNS koté fehérje
motivumok, evoliciosan konzervaltak.

Az aktivacios domének joval sokrétiibbek.

leucin-cipzadr



Helix-turn-helix (HTH) N

-20 aminosavbal all

 Nonpolar contacts
| between these helices
| stabilize the motif.

-két alfa hélix (7 és 9 aminosav) és az azokat
osszekotd, 4 aminosavbol allé csatlo alkotja
Turn (/ Recognition helix ==
-a két alfa hélix tengelye egymasra
vy ™ Residues on this side
mer0|eges form hydrogen bonds with

bases in the major groove.

-prokariotakban és eukariotakban is megtalalhaté (fagok, baktériumok,
élesztok, rovarok, gerincesek) (pl. homeotikus gének /Hox/ altal
meghatarozott fehérjék esetén a homeobox domén része)

-foszerepet jatszanak az egyedfejlodés és a differenciacié iranyitasaban



Helix-turn-helix (HTH)

—_

\ " </*r

5
\

NH:;
recognition
" helix

COOH
(A) (B)

Az elso alfa hélix a DNS kettds spiral cukor-foszfat
gerincéhez kotodik (nem szekvencia specifikus), a masik
alfa hélix a DNS nagy arkaba illeszkedik. Ez utobbit
,felismerd” helixnek nevezzuk.



Leucin cipzar

-80-90 aminosavbol all

-az N-terminalis feldl haladva egy
alfa hélix (50-60 aminosav) és az
un. leucin cipzar rész alkotja

-az a-hélix (bazikus régio) a DNS felismero elem, amely a DNS nagy
arkaba illeszkedik



Leucin cipzar fehérjék homo- és heterodimerizacioja

DNA

A leucin cipzar mas leucin cipzarakkal képes kapcsolatot
kialakitani, igy biztositja az alegységek (monomerek)
osszekapcsolodasat, dimerek kialakulasat. Homodimerek
és heterodimerek egyarant kialakulhatnak, ezaltal novelik a
transzkripciés faktorok sokféleségét



-nevét alakjarél kapta

-a cink koordinativ kotései révén
jon létre a motivum

-Az N-terminalis fel6l haladva keét
béta-lemez és egy a-hélix alkotja, i
ez utébbi felelés a DNS |

/- NN

dlD C

.-';‘\Tvv~\’
| A N

felimerésért, a DNS nagy arkaban & /é\
ezaltal a cinkujj ketté/harom e e \ A
, S , s . Ner ®
szomszédos bazisparral alakit ki S \°<-.\ .{E’%‘/
kotést. w 0.

C,H, zinc finger

-A transzkripcios faktor tehat annyiszor ketté/harom bazisparhoz
kotodik, ahany cinkujj motivumot tartalmaz.

-pl. szteroid hormonok altal aktivalt gének szabalyozo6 fehérjéi, muslica
egyedfejlodését iranyitéo gének szabalyozé fehérjéi.



Egy 3 cink ujjat
tartalmazo fehérje

kotodése a DNS-
hez

Cink ujj dimer
fehérjék kotodése a
DNS-hez




DNS-koto fehérje domének

Zn Fingers

1 hurokbol all

amelyet egy Zn
ion tart 0ssze

Helix-turn-helix
2 a-hélixbdl és 1 p-
turn-bél dll

Homeodomén
3 a-hélixbol dll



Hox gének — helix-turn-helix

Hox homology groups



Transzkripcio szabalyozasa: HOX-PBX/EXD protein komplexek




Homeodomén kotodése a DNS-hez




HOX-PBX/EXD komplex
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Egy HTH és egy homedomeént tartalmazé fehérje kotodése a DNS-hez

POU-specific domain




DNS-szekvencia-
koto fehérjék
azonositasa

gene reguliatory

proten of unknown
DNA-binding specificity
N\
e
) —
( “Y\%

large pool of short DNA double
holices each with a randomly
gcnr«amd nucleotide sequence

f\x\\"
//—\

SEPARATE PROTEIN-DNA
COMPLEXES FROM FREE DNA
USING GEL MOBILITY

SHIFT ASSAY

&

REMOVE PROTEIN AND
DETERMINE SEQUENCES OF
TIGHTLY BOUND DNA
FRAGMENTS

DNA CONSENSUS SEQUENCE
RECOGNIZED BY GENE
REGULATORY PROTEIN




Transzkripcids faktor
kotéhelyek (TFBS)
abrazolasa a DNS-en
logoval

A torzsfa az
egymashoz rokon
(hasonld) TFBS-eket
osztalyozza
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Egy gén transzkripcionalis régioja

Enhancer Promoter-proximal region
A A
s NS N\ TATA
ADAL , A (OGLO = —
| L I
1.96 kb -1BE -200bp 100
Activators

Expressec only Exprassed In
O HNF3 in hepatooytos A HNFA ! other cons

& o } L crsp |




Kooperativ kotodés két transzkripcios faktor kotot

Woak NFAT Waak AF1 Cooperative binding
oinding site binging ste of NFAT and AF1




Heterodimer transzkripcios faktorok kombinacios képesseégei

Factor Factor Factor

, 5 Activation Imhibitory

':-' : domain factor

|i| i-—DN.ﬁ.-I:-inl:ling '/

domain
0 e e Lo Lo
()

Site 1 Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Site 6

. S® 9s s T® S® ge

Site Site 2 Site 3 Site 4 Site 5 Site &




A Dorsal transzkripcios
faktor eltéré géneket
aktival a Drosophila két
oldalan levo
koncentracidéjanak
megfeleloen
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Egy génregulaciés 6ra modellje
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Génexpresszio — egy esettanulmany

Evenskipp (Eve)
expresszidja egy 10 napos
Drosophila embriéban



Cell, Vol. 103, 63-74, September 23, 2000, Copyright £2000 by Cell Press

Ras Pathway Specificity Is Determined
by the Integration of Multiple Signal-Activated
and Tissue-Restricted Transcription Factors

Marc S. Halfon,* Ana Carmena,*
Stephen Gisselbrecht,” Charles M. Sackerson 3

Fernando Jiménez 5% Mary K. Baylies,t Dorsal muscle fibers (D1)
and heart progenitors

and Alan M. Michelson®!

Eve expression in the hemisegments Wild-type Wingless(-)
iIs Wqg-dependent (11 day-old embryio)

Eve — green
MAPK —red (a Ras pathway component)




Eve expression depends on Wg and Ras signaling

Wingless(+++) Eve — green
(Wgq hyperactive) MAPK - red

Arm: Armadillo —a downstream component of the Wg pathway
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Ras response
specificity in
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Kombinatorikus génszabalyozas: promoéterek a
transzkripcids faktorok molekularis integratorai

5 — Compeatance
domain éﬁ
—l_ |5|'|."55||'1-
L'se praclustar Clustar Q ﬁgﬁfﬂg
ek preasing -
aven-skippad proganmitor
Iy . ] Winglass
E'.-r.tnnsll-: signals [N Dacapentagalic
| | e Motch/Dalta
] E & T
0 %W Tinman
(e Te g oen
Cell-specific i DER
% + factors Q Ht
W Masoderm- Armadilio
OAAY specific @ dTCF
Enhancar —» gyan- —» Progaenitor {3 HEr
_ shppad ) Rho
avan-skippad gana avprassion W/ Mad




Competence Equivalence
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embryonic cell
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Fagok
Meérsékelt bakteriofagok — lizis vagy lizogénia

Vegetativ ciklus



Fagok

A A fag szaporodasi ciklusa

Lizogén fazis
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Fagok

A A fag fizikai terképe
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Fagok

A A fag genomja

b region Késdi litikus
2 oy |
O o - ‘_
- —— A
¢ A Farok
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Lizogén
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stable state 1: the prophage state stable stote 2= the lytic state
lambda repressor protein is made lambda Cro protein is made

el

‘ ON  Operator

*RNA
s o
repressor

Figure 7-67. A simplified version of the regulatory system that determines the
mode of growth of bacteriophage lambda in the E. coli host cell. In stable state
1 (the prophage state) the bacteriophage synthesizes a repressor protein. which
activates its own synthesis and turns off the synthesis of several other
bacteriophage proteins. including the Cro protein. In state 2 (the Iytic state) the
bacteriophage synthesizes the Cro protein. which turns off the synthesis of the
repressor protein, so that many bacteriophage proteins are made and the viral DNA
replicates freely in the E. coli cell. eventually producing many new bacteriophage
particles and killing the cell. This example shows how two gene regulatory
proteins can be combined in a circuit to produce fwo heritable states. Both the
lambda repressor and the Cro protein recognize the operator through a helix-fum-

helix motif (see Figure 7-14).




Fagek A ) fag szaporodasi ciklusanak szabalyozasa

cll cll
Y y +— transzkripcioét aktivalé géntermék
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N cl cl
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transzkripciot gatlé géntermék — f S \

- A fertézéskor két prométer |ép egyszerre miikodésbe a jobb (Py) és a bal (P).

A két dtirdsi irdny versenye donti el, hogy litikus vagy lizogén ciklusba Iépjen-e a fdg.

- A P dltal étirt elsé gén az N, mely egy transzkripciés termindtor fehérjét kédol. Az N
fehérje tobb jelzett ponton megszakitja a gének datirdsat. Ha az N fehérjének sikeriil
megakaddlyoznia a ¢IT gén atirdsat, akkor a litikus ciklus indul el.

-A Py dltal dtirt egyik gén a cIT, amely a lizogén ciklus elinditdsdnak a kulcsa. A lizogénia
kialakuldsdhoz ki kell fejezédnie a ¢/ (clear plague) génnek. Ennek két prométere van: A Pg
(establishement) a lizogénia elkezdésekor a Py (maintenance) a lizogénia fenntartdsakor
aktiv. A Pg promdter aktivdtora a ¢IT géntermék, a Py, promoter aktivdtora a sajat ¢/
génterméke. A ¢/ fehérje meggdtolja az N gén dtiréddsat, tehdt a Py dtirds .gyézelme”
lizogénidt eredményez.



Fagok
Génexpresszios kaszkad a vegetativ szaporodas soran

A génexpresszids kaszkad és a gének modularis szervezédése
lehetové tesz alternativ fejlédési utvonalakat

- Korai transzkripcio

- Késleltetett korai transzkripcio

- Késai transzkripcio

Bacteriophage A
Genome




Fagok A A fag lizogénia fenntartasa

. Blocks transcription
- (7" of cro gene
SE—
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A represszor ¢/
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Blocks transcription <=~
of ¢/ gene
(b) g

Az Opl-re kot6dd represszor segiti tovdbbi represszor bekotddését az Og2-re, és
egyben megakaddlyozza a cro gén atirdddsat. Ha a represszor az Op2-n jelen van, az a
sajat mRNS-ének dtirdsdt fokozza, ezzel tovabb emelve a ¢/ fehérje szintjét a sejtben.
Bizonyos ¢/ koncentrdcié felett az Og3 is kétésbe keriil, ami meggdtolja a tovabbi ¢/
transzkripciot. Ha az Oyl kotése megsz(inik, akkor a cro gén atirddhat. A cro fehérje
Or3-hoz kotddve megakaddlyozza a ¢/ represszor tovdbbi szintézisét, és elindulhat a
litikus ciklus.



