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rpl13 = housekeeping gén (folyamatosan atirodik)

for = nem szukséges a fejl6déshez
rho = fejlédést szabalyozé gén



A transzkripcié szabalyozasa: a fejlédést
szabalyoz6 genek nyitott promotere ;

A H3K4me3

NELF = Negative ELongation Factor

- a fejlédést szabalyoz6 gének
szigoru kontroll alatt vannak

- a kromatin nyitott ezeken a
genom ezen pozicidjaban, és a
Polll is oda tud kotoédni

- Polll megakad a promoternél, de
kdnnyen “tovabbengedhet6” (a
NELF elvonasaval), hogy
elinduljon a transzkripcio



NELF = Negative ELongation Factor

(Weake and Workman (2010) Nat Rev Gen)
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De létezik-e valéban “szabvany”-core promoter?

Core promoter
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1. - DNaz “labnyom” (footprinting)

DNA molecules (a) End-label, add the regulatory
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3. - Chromatin immunoprecipitacio (ChlP)

(http://bioweb.wku.edu/courses/biol350/Transcriptome17/Review.html)



http://bioweb.wku.edu/courses/biol350/Transcriptome17/Review.html
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Crosslinking and
shearing

Immunoprecipitation
with an antibody to
a protein of interest
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Total amplification
l Cloning into a plasmid library
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Tag extraction and concatenation
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Hybridization with a microarray

:

Sequencing
and calculation
s of relative tag
] representation
QPCR detection I..h.‘
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for candidate loci ChiP-on-chip ChIP-PET

Nature Reviews | Genetics

(Spivakov and Fisher (2007) Nature)
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- néhany példa a Drosophila Krippel
transzkripcios faktoranak kotéhelyeire

-szigoru konszenzus

-degeneralt konszenzus

- PSSM (Position-Specific Scoring
Matrix)

-Sequence Logo
(pl ezzel:
http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi )

(Turatsinze et al. (2008) Nat Prot)


http://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi

NF«xB
Genotype© Genotype ¢

19193 ‘ G/G

19099 . AG
18505 A G/G
18951 o AG
18526 , AG
15510  AA
10847 , AG
12878 , AG
12892 A GG
12891  AA
IgG

71,
Chr 2 22371000

NF«xB Motif

Chr5

Pol I

A TT
AT
A TT
N
Lo
) N
Lo
A G
AT
. G

TATA Box

(Kasowski et al. (2010) Science)
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Genomic distribution of DNasel
footprints in each cell type
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- a TF kotéhelyek konzervaltsaga az oka, hogy
bizonyos tripletek favorizalva vannak ....
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(Stergachis et al. (2013) Science)
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(Stergachis et al. (2013) Science)




- szerkezeti és mikodeési szempontbdl er6sen konzervalt majsejtek nagy kulonbsegeket

mutatnak az ortholdg szekvenciak TF kotbhelyeiben
TF/Histone
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- a kilonbségek tobbsége genetikai eredetll, hiszen egy emberi kromoszoma darab az

egérben nagyon hasonlé TF-kotési profilt mutat, mint emberben

(Wilson et al. (2008) Science)




CEBPA: maj specifikus transzkripcios faktor
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(Schmidt et al. (2010) Science)



Promoter TF footprints in orthologous cell types
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(Stergachis et al. (2014) Nature)
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TRENDS in Genetics
1. - bizonyitott kdtéhely konzervacioja j6 kiindulasi alap a DNS-fehérje kapcsolat

konzervaltasganak feltételezésére

2. -de NEM bizonyiték (egy-egy szekvencia kornyezete megvaltozhatott ugy, hogy a TF
fizikailag nem képes a kotbhelyhez férni)

3. -egy-egy TF adott gén szabalyozasaban megdrzott szerepe meég nem jelenti
automatikusan a TF-kotéhely meg6rz6déseét: a valésagban a TF kotdhelyek turnovere igen
magas (majspecifikus enzimek esetében a kotdhelyek 7-48%-a konzervalt csak!)



Specific Transcription Machinery
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Kiilonb6z6 (egymashoz akar kézeli) enhancerek
kulonboz6 promoter-specificitasa lehet 5

Core promoter Core promoter

(Haberle & Stark, 2018 Nat Rev Mol Cell Bio)
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Transzgénikus vizsgalatokban a CNE-k esetenként
konzervalt enhancerként mikodnek s

az emberi 16-0s kromoszéma HCNR C81 eleme hasonl6
enhancer aktivitast mutat zebrahalban és egérben

(Royo et al. (2011) PLoS One)
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Ultraconserved
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Funkcionalisan homolég CNE-kben a TF-kétdhelyek
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(Rastegar et al. (2008) Dev Bio)



Hoxb2a
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A TF-kotohelyek iranya és tavolsaga is fontos lehet = -
a génexpresszio szempontjabol e

RS 6 — szintetikus otx promoter (Ciona embridkban)

7 9 10 18 = ‘

Otx-a ZE RE

RS 6 + 2bp RS 6 + 2bp OF Bra Shadow Bra Shadow RE

4l . 4l 5Rra<060 <l ETSRaz060

- az egyes kotdhelyek kozti tavolsag nagyban

- hasonldoképpen a kotbhelyek iranya is meghatarozé
befolyasolja az expressziot PP y y g

(Farley et al. 2016 PNAS)
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(Holbert (2010) Curr Bio)
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(van Bakel et al. (2010) PLoS Bio)
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(Arner et al. (2015) Science)



Chromatin modification

Transcription-factor

complex

SN, O GRNA O NA-AAAA

AN TN mRNA g A~ AAAA

Meég nem tudjuk:
-az eRNS-eknek van kodzvetlen enhancer funckioja?
-az atirodasuk soran fellazulé kormatin a fontos csak?

(Ren (2010) Nature)



Nem is olyan egyszeri, hogy mi az enhanszer és mi
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a promoter
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(Mikhaylichenko et al. 2018 GenesDev)



Main promoter =~ «—  Alternative promoter «<—>  Distal enhancer
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Promoter activity
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Nem teljesen értjuk ennek az evolucios dinamikajat.

(Mikhaylichenko et al. 2018 GenesDev)



Activation

Protein-coding gene Activating ncRNA gene
siRNA knockdown of ncRNA -
Loss of
activation
Protein-coding gene Activating ncRNA gene

(9rom et al. (2010) Cell)
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Promoter

Pluripotency program _| Lineage program

(Guttman et al. (2011) Nature)




a Open promoter: constitutive
-1 Nucleosome +1 Nucleosome

(H2AZ |  H2AZ |

L ]

Positioned NDR Strongly ‘Statistically’
Poly (dA:dT)  positioned positioned
often TATA-less

b Covered promoter: regulated

T

Step 1:
regulated binding

Step 2:
remodelling and
additional binding

TATA-containing
variable placement



Sliding

Assembly and

organization
—_—

Ejection

H2A.Z
insertion

ISWI - help to conduct chromatin assembly and organization and provide consistent
spacing of nucleosomes

SWI/SNF - provide access to binding sites in nucleosomal DNA, mainly through
nucleosome movement or ejection

SWR1 - reconstruct nucleosomes by inserting the histone variant H2A.Z into
nucleosomes, specializing their composition and leading to an unstable nucleosome
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TRENDS in Genetics

- a TSS elébtt (bar gyakran
nem kozvetlenul) egy
nukleszoma-mentes régio
(NDR) talalhato

- a TSS-16l tavolodva egyre
kevésbé sztereotip a

nukleoszémak pozicidja

(Bai and Morozov (2010) TiG)
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(Thurman et al. (2012) Nature)



3.5%

— Substitution

~— Transition - a TSS kornyékén ritkabbak a
Transversion ,
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3.0% F — 1bp indel
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(Sasaki et al. (2009) Science)
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(a) Repressed Activated

Pho4 ' ’ ; PHO5
-5 +1

(b) GAL710 ;] ; GALT1

GAL10 Gal4 I—» GAL1
o WM . o

(Bai and Morozov (2010) TiG)

- ha a megfelel6 transzkripcios faktorok az NDR-ben levé kotéhelyeikhez kotnek, az a
nukleoszomak atrendezédésével jar; hozzaférhetéveé valik a TSS

- szamos geénnél hisztonok hianyaban nem tudnak ujraalakulni a nukeloszomak, és a
transzkripcio akkor is megmarad, amikor a TF-kotédés megszinik

- mas geneknél azonban a nukleoszémalis atrendez6deés szukséges de nem elégseges
feltétele az atirédasnak



DNA
(2.5 nm)

‘beads on
a string’
(11 nm)

30 nm
fiber

120 nm
chromonema

300-700 nm
chromatid

1,400 nm
mitotic
chromosome

Klasszikusan inaktiv heterokromatint és aktiv
eukromatint kulonitunk el.

Euchromatin i Heterochromatin
Bivalent domain HP1
—— NuRD HDMs
Polycomb CTIP6OD complex ‘
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Methyla
Unmethylated CpG

Nucleosome esBAF complex

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



EM tomogram

ﬂutl))l::cqesnce pre-photo-oxidation light excitation post-photo-oxidation
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(Ou et al. (2017) Science)



mitotic

interphase nucleus

chromatin
volume 0% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50% 60%
concentration

disordered 5-24 nm diameter chain

;Z"”‘Wmnm

mitotic chromosome x

- ChromEMT képeken nincs
nyoma a korabban in vitro
latott magasabb rendu
szervezettsegi formaknak —
egyszerlen tomorebb a
hisztonokra feltekeredett
DNS.

(Ou et al. (2017) Science)



A Crosslink DNA Cut with Fill ends Ligate

restriction and mark
Hindlll enzyme with biotin

AAGCTIT
TTCGAA

B Hindll C Hindlll (repeat)

T e 1 1

Chr 14
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Purify and shear DNA;  Sequence using
pull down biotin paired-ends
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(Lieberman- Aiden et al. (2009) Science)



¥y
A compartment B compartment

High RNA expression

A/B compartments

Yy
Chromosome territories

A és B kompartmentumok
elkulonulnek — A
altalaban aktiv, B pedig

inaktiv kormatin

LAD — Lamin Associated

Domain (inaktiv)

TAD — Topologically

Associated Domain



Detection

Feature Length methad
Cis regulatory _ 3C, 4C, 5C,

interactions 5kb-300kb CHIA-PET

Sub-TAD 0.1-1Mb HiC, TCC, 5C

Topological :

A and B .
compartments ~3Mb HIC, TCC
Chromosome | g4 55qMp FISH

territories
B Enhancer Promoter O CTCF == Cohesin

(Rivera and Ren (2013) Science)



Breakpoints [%)]

-50% start TAD end +50%

Bl Chimpanzee Il Cattle — Breakpoints
Bl Opossum [l Zebrafish - - Background

- TAD hatarok kornyékén ritkabbak a genom-atrendez6dések

(Krefting et al., 2018 BMC Bio)
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(Wikipedia)
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(Ghavi-Helm et al., 2019 Nat Gen)
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(Rinn et al. (2007) Cell)



ENCODE - Encyclopedia of DNA Elements

“The vast majority (80.4%) of the human genome

- 2 I participates in at least one biochemical RNA-
WER ) o and/or chromatin-associated event in at least
4 one cell type. Much of the genome lies close to a
e ) e regulatory event: 95% of the genome lies within
= M 8 kilobases (kb) of a DNA—protein interaction (as
— e —— assayed by bound ChlP-seq motifs or DNase |

footprints), and 99% is within 1.7 kb of at least one
of the biochemical events measured by ENCODE.”

(ENCODE Consortium (2012) Nature)

DE: az emberi genom <2%-a kédol fehérjét, vagyis ha a nem kddolo rész nagy része
funkcionalis, akkor az vagy ncRNS-t kell kédoljon, vagy valami szabalyozdszekvenciat

DE 2: Ha valéban ilyen mértékben funkcionalis a genom, akkor hogy magyarazhatd, hogy
csak max.~8%-a van szelekcio alatt....?



Ervek az ENCODE “funkcié” definicidja ellen

O o C-value paradox: a genom meéret azonos
—— reptiles ey o , . , z
'°9'.-r..—dl—g.r.h__ csoporton belul is nagysagrendnyit valtozhat és
O ame a ™= chondrichthyes nem nagyon korellal a szervezeti komplexitassal
non-vertebrate chordates lL
crustaceans
insects
d S a'“hn'ds L] V4 L L] L] [
L myapods S moluscs - pl tid6éshalak genomja 130 Gb koruli (az
: — cchinoderms , ,
o e 3t 1S emberé 3Gb), mig a fugu genom 400 Mb
angiosperms
pteridophytes — P OTS
g —— - ha egy genom 80%-a funkcionalis lenne, ilyen
o — algae mertékd redukcid nem lenne elképzelhetd
eubacteria
archea w——
1(’)‘: 163 16-‘ 1(3‘ 1 1.0 12}‘ 16—'
C-value (pg)

- sok allati genom 30-70%-a un. “ugralé génekbdl” és ezek az egykor aktiv szekvenciak,
amelyeket a sejt aktiv moédon szupresszal, néha megnyilvanulhatnak

- gének keletkeznek és elpusztulnak és a folyamat fazisaiban fogunk transzrkipciot latni
- hasonlé moédon, transzkripcios faktorok véletlenszeriien is hozzakothetnek a genomhoz
(mutaciok soran nem funkcionalis kotéhelyek keletkeznek), és az ilyenkor fellazulo

kromatinban transzkripcioé is detektalhato lehet

- az ENCODE definicidja lényegében a zajt is funkcionalisnak veszi



Table 1
Replacement Level Fertility Values in Humans As a Function of the Deleterious Mutation Rate (u4e) and the Fraction of the Genome that is Functional®®

Udel Functional Fraction of the Genome

0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.50 0.80 1.00
40x10°"° 1.1 13 14 1.6 18 2.1 24 2.7 34 7.1 12
50x10°"° 1.2 14 1.6 25 29 34 46 12 2
60x10°° 1.2 14 1.7 25 3.0 36 44 6.3 19 40
70x10°"° 1.2 15 29 36 45 56 86 31 74
80x10" 13 16 } 34 44 56 7.1 12 51 136
90x10° " 13 1.7 X 3.0 40 53 6.9 9.1 16 83 252
1.0x10%® 14 25 34 45 6.3 8.6 12 22 136 466
20x 107 34 6.3 12 22 40 74 136 466 19x10%  22x10%
30x10%® 7 6.3 16 40 100 252 633 16x10°% 1.0x10® 25x10% 1.0x10%
40x10 " 34 12 40 136 466 1.6x10% 54x10% 19x10™® 22x10%® 35x10%® 4.7x10"
5010 46 2 100 466 22x 102  1.0x10% 47x10% 22x10% 47x10% 47x10"0 22x10"
60x10% 63 40 252 16x10% 10x10%® 64x10% 40x10%® 25x10® 1.0x10® 64x10” 1.0x10"
70x10°%® 86 74 633 54x 102 47x10% 40x10® 34x10%® 30x10” 22x10” 88x10" 48x10"
80x10 % 12 136 16x10% 19x10% 22x10% 25x10% 30x107 35x10%® 47x10Y 12x107 22x10*
90x10° % 16 252 40x 102 64x10% 1.0x10% 16x107 25x10%® 40x10” 10x10”% 16x10" 1.0x10*
10x10% 22 466 1.0x10% 22x10” 47x10%® 1.0x10%® 22x10% 47x101° 22x10” 22x10*" 48x10*
20x10°°® 466 22x10%® 1.0x10% 47x10" 22x10™® 1.0x10"® 48x10™® 22x10" 48x10® 49x102 23x10%

*Values above 1.8 are unrealistically high in humans.
A more comprehensive table can be found in supplementary material, Supplementary Material online.

Uqge=4x10-1%nukleotid/generacié — ha csak a nonsense mutaciot tekintjik karosnak
Mye=2x10-8/nukleotid/generacié — ha minden missense mutacié is karosnak
(Graur 2017 Genome Bio Evol)
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(Rands et al. 2014 PLOS Genet)



