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AZ AtNDX TRANSZKRIPCIÓS FAKTOR ÉS AZ R-HURKOK
KROMOSZÓMÁLIS TOPOGRÁFIÁJA

Összefoglalás

A kromoszómális R-hurkok háromszálú nukleinsav struktúrák, amelyek egy

RNS-DNS hibridből és egy kiszorított, egyszálú DNS-ből állnak. A lúdfű

( ) Nodulin homeobox (NDX) fehérjéje az egyetlen ismert

transzkripciós faktor, amely közvetlen szerepet játszik az R-hurkok

stabilizálásában. Munkánk során az AtNDX és az RNS-DNS hibridek együttes

előfordulását vizsgáltuk konfokális lézerpásztázó mikroszkópiával az egyedi

sejtek szintjén, illetve új-generációs szekvenálással a sejtpopuláció szintjén.

Kísérleteinkben meghatároztuk az AtNDX fehérje és az RNS-DNS hibridek

kromoszómális kötőhelyeit (cisztromját) és azok átfedését a teljes genom

szintjén, valamint az AtNDX és RNS-DNS hibrid kötőhelyeket összefüggésbe

hoztuk a magasabbrendű kromatinszerkezet egyes elemeivel (gén-hurkok) és a

génexpresszió szabályozásával.

Bevezetés

Az R-hurkok (R-loop-ok) olyan háromszálú RNS-DNS hibrid struktúrák,

amelyekben egy RNS molekulával hibridizáló templát DNS kiszorítja a

komplementer DNS szálat. R-hurkokat -ban azonosítottak

legelőször, később azonban élesztő, egér és humán modellorganizmusokban is

részletesen megvizsgálták a biológiai szerepüket [1-4]. Sokáig műterméknek

illetve a transzkripció melléktermékének tekintették őket, azonban az elmúlt

húsz év kutatásai számos fiziológiás és patológiás folyamatban bizonyították a

szerepüket. Az R-hurkok többek között részt vesznek a B limfociták

immunglobulin génjeinek izotípus váltásában, a mitokondriális DNS
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replikációjában [5, 6], a pericentrikus heterokromatin kialakításában [6] és a

transzkripció szabályozásában [2]. A fiziológiás folyamatokban betöltött

szerepén túl az R-hurkok sejtmagban történő felhalmozódása DNS

károsodáshoz vezet, dupla-szálú DNS töréseket és a genom instabilitását

okozva. Sorra látnak napvilágot azon tudományos publikációk, amelyek az

R-hurkokkal összefüggésbe hozható gének mutációinak a patológiás

következményekre világítanak rá (1. táblázat). Egyes hipotézisek szerint az

R-loop-ok felhalmozódásához köthető például bizonyos daganatos és

neurodegeneratív megbetegedések kialakulása [7].

A lúdfű (Arabidopsis thaliana) Nodulin homeobox (NDX) fehérjéje az egyetlen

ismert transzkripciós faktor, amely közvetlen szerepet játszik az R-hurkok

stabilizálásában. Az AtNDX a virágzást szabályozó FLOWERING LOCUS C (FLC)
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génről antiszensz irányban átíródó nem-kódoló RNS (COOLAIR) expresszióját

kontrollálja [9]. Az AtNDX egy egyszálú DNS-hez kötődő homeodomain fehérje,

amely az FLC lókuszon a COOLAIR promoter régiójában feldúsul és egy R-hurok

szerkezetet stabilizál – ezáltal represszálva az FLC kifejeződését. Az eoc1-4

mutáció az AtNDX gén inzerciós inaktivációját okozza, amely DNS-RNS

immunprecipitációs (DRIP) mérések szerint R-loop felhalmozódáshoz vezet az

FLC gén területén [8]. Ennek a mérföldkőnek számító eredménynek a tükrében

jogosan vetődik fel a kérdés, hogy vajon az AtNDX fehérje és R-hurkok a teljes

genom szintjén is funkcionálisan kapcsoltak, vagy ellenkezőleg, szerepük

heterogén. Kutatásunkban az AtNDX és RNS-DNS hibridek kromoszómális

eloszlását vizsgáltuk immunlokalizációs módszerekkel valamint új-generációs

szekvenálással, kromatin immunprecipitációval (ChIP-seq) és DNS-RNS

immunprecipitációval (DRIP-seq).

Eredmények

Az AtNDX és az RNS-DNS hibridek eloszlása az egyedi sejtek szintjén

Immunfluoreszcens vizsgálataink során az AtNDX-GFP fúziós fehérjét és az

RNS-DNS hibrideket megjelöltük anti-GFP és anti-RNS-DNS hibrid antitestekkel

[9-10]. A kettős immunjelölés során só kezelést (600 mM NaCl) alkalmaztunk a

gyengén és aspecifikusan kötődő jelölt molekulák eltávolítására. Az immunfluo-

reszcens jelek detektálását konfokális lézerpásztázó mikroszkóppal végeztük. Az

AtNDX és RNS-DNS hibridek kolokalizációjának kvantitfikálása a Pearson és

Manders' korrelációs koefficiensek alapján történt [11]. A statisztikai szignifikan-

cia megállapításához a megfigyelt korrelációs koefficiensek eloszlását a mikrosz-

kópos felvételekből randomizált pixelek eloszlásához hasonlítottuk.

Számításaink igazolták, hogy az AtNDX és RNS-DNS hibrid struktúrák a sejt-

magban dúsulnak és szignifikánsan kolokalizálnak egymással (1 ábra A). A

Pearson-koefficiens alapján közepesen erős kolokalizációt állapítottunk meg

(p=0,35), amely statisztikailag szignifikánsan különbözött a random értéktől. A

Manders' koefficiens két paramétere szintén jelentős együttes előfordulást

mutatott (1. ábra B).
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AtNDX és RNS-DNS hibrid kötőhelyek a teljes genom szintjén

Az AtNDX és RNS-DNS hibridek pontos kötőhelyeit a teljes genom szintjén

ChIP-seq és DRIP-seq módszerekkel határoztuk meg. A FLAG-AtNDX és DNS-

RNS immunprecipitácó során nyert DNS fragmentumokat Illumina platformon

szekvenáltuk, majd a kötőhelyeket HOMER peak keresési algoritmussal azonosí-

tottuk [12]. DiffBind analízis segítségével [13] közös és differenciális

kötőhelyeket határoztunk meg (1. ábra C), amely 9611 AtNDX és 25.682

RNS-DNS hibrid kötőhelyet eredményezett; ezek közül 2631-et azonosítottunk

közös kötőhelyként. Az AtNDX peak-ek 27,38%-a mutatott átfedést az RNS-DNS

hibridekkel, míg az RNS-DNS hibridek estén az összes peak 10,34 %-a fedett át

az AtNDX fehérje kötőhelyeivel. A kötőhelyeket a referencia  lókusz 2.
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exonján (  régió) és a terminális régióban (  régió) qPCR módszerrel validáltuk

(1. ábra D). A korábban publikált eredményekhez hasonlóan az  lókusz 

szubrégiójában a mi kísérleteink is azonosították az R-loop struktúra és az

AtNDX fehérje együttes előfordulását.

A továbbiakban az AtNDX és RNS-DNS hibridekhez köthető genomi funkciók

funkcionális annotációját végeztük el. Az egyedi és közös kötőhelyek egyaránt

dúsultak a géneken és az exonokon is. Emelett az R-hurok specifikus kötőhelyek

a promoter és a splice junction (exon-intron határ) régiókhoz kötődtek, míg a

közös AtNDX és RNS-DNS hibridek a géneken és promotereken túl jellemzőek

voltak a splice junction régiókban is. Megfigyeléseink egybecsengenek más

csoportok eredményeivel, amelyek humán és egér sejtekben igazolták az

RNS-DNS hibridek promoter régiókhoz köthetőségét [2, 14].

Az AtNDX és az RNS-DNS hibridek különböző kromatin állapotokra

jellemzőek

Egy a közelmúltban publikált munka átfogó epigenetikai jellemzést készített az

 genomról, amelyben kilenc különböző funkcionális kromatin állapo-

tot (chromatin state) írtak le [15]. Ezen kromatin állapotokat definiáló epigene-

tikai jellegzetességeket és a state-ekre jellemző transzkripciós aktivitást a 2.

ábra  részén bemutatott hőtérkép alapján szemléltetjük. A -et aktív

transzkripció jellemzi. A kromatinra a H3K4me3 és H3K4me2, H3K36 metiláció

mellett jellemző a H2 hiszton ubikvitinációja, a H3.3, H2AZ hiszton variánsok és

a H3K9 acetiláció. A -ben szintén az aktív jelek dominálnak, azonban

megjelenik a represszív H3K27me3 jel is. A -re jellemzőek a H3K4me1,

a H2B hiszton ubikvitinációja, a H3K36me3, H3K4me2, és H3K4me3. A transz-

kripció aktív, ezzel összefüggésben a represszív H3K27me3 jel mennyisége

alacsony. A  a -vel mutat hasonlóságot, itt azonban az aktív jelek

kevésbé jellemzőek és erős a represszív H3K27me3 jel. A  a Polycomb

csendesített kromatin, amelyben erős a represszív H3K27me3 jel. A  és

 kromatin állapotok a gének kódoló területén jellemző (a state 7 magasabb
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transzkripciós aktivitást mutat és H3K4me1, H2B ubikvitináció, és H3K36me3-

val jellemzi). A  és  a kromoszómák heterokromatikus területei, ame-

lyekben az aktív transzkripciót jellemző jelek hiányoznak. A -hoz AT

gazdag területek tartoznak, míg a  a kromoszómák GC gazdag pericen-

tromer régióira jellemző.

A továbbiakban az egyedi és közös AtNDX és RNS-DNS kötőhelyek átfedését

vizsgáltuk a különböző kromatin állapotokkal, amely alapján az az AtNDX és

RNS-DNS hibridekre az alábbi state-ek előfordulása volt jellemező (2. ábra B).

( ) Az egyedi AtNDX kötőhelyek a heterokromatikus -re, és az aktív

transzkripciót mutató  és -re jellemzőek. ( ) Az egyedi RNS-DNS hibrid

kötőhelyek az aktív génexpresszióval jellemzett eukromatikus  és -ben

dúsulnak. ( ) A közös AtNDX & R-loop kötőhelyek a Polycomb csendesített 

-re, az aktív génexpresszióval jellemzett -ra és a heterokromatikus 

-re jellemző.
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Az AtNDX és RNS-DNS hibridek funkcionális kapcsolata a térbeli kro-

matinszerkezettel

Az  genom térbeli szerkezete ún. kromatin konformáció „capture”

módszerekkel (pl. Hi-C) vizsgálható és rekonstruálható [16]. A Hi-C módszerrel

kromoszómákon belüli térbeli interakciók, valamint a kromatin- és génhurkokkal

összefüggő transzkripciós aktivitás vizsgálható a teljes genomban [17]. A Hi-C

térkép alapján a kromatin hurkokra (≥6 kb) egy represszív hiszton módosítás,

a H3K27me3 jellemző. A módszer nagy felbontásának köszönhetően a gének

szintjén is azonosíthatunk térbeli interakciókat (gén-hurkok), amelyek a gének

5’-3’ szakasza között jönnek létre. Vizsgálataink során a Hi-C módszer alapján

megállapított, gén-hurkot formáló és gén-hurkokat nem alkotó, gének pozícióit

összevetettük az AtNDX és RNS-DNS hibridek kötőhelyeivel. Ezen felül a gének

transzkripciós aktivitását is összefüggésbe hoztuk a DRIP és ChIP mintázatokkal

(3. ábra A). Megállapítottuk, hogy az RNS-DNS hibridek az aktív génekkel

asszociáltak és jellemzőbbek a gén-hurkot alkotó gének promoter régióiban. Ez

összecseng az gén területén megfigyelt hasonló eredmény-

nyel [18], amely szerint promoter és terminátor régiója között kialakuló

gén-hurok konformáció létrejöttéhez egy R-hurok struktúra jelenléte szükséges.

Az AtNDX előfordulása viszont független volt a gén-hurok konfiguráció

jelenététől, és jellemzően az alacsonyabb transzkripciós szintű génekhez volt

köthető (3. ábra A). Továbbá megállapítottuk, hogy az AtNDX és az RNS-DNS

hibridek is kötődnek a nagy térbeli kromatin doméneket (TAD-like regions)

elhatároló régiókhoz. A 3. ábra B részen látható, hogy az RNS-DNS hibridek és

az AtNDX kötőhelyek a nagy kromatin hurkok lehorgonyzási pontjaiban dúsul-

nak, amely arra utal, hogy mindkét szerkezet valamilyen határoló funkciót

tölthet be a kromatin háromdimenziós szerveződésében.

Következtetés

Kutatómunkánk során elsőként vizsgáltuk az RNS-DNS hibrid struktúrák

előfordulását az  genomban. Feltérképeztük az AtNDX és RNS-DNS

hibridek együttes előfordulását egyedi sejtek szintjén és a teljes genomra

kiterjedően is.
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Eredményeink alapján azt a következtetést vontuk le, hogy az AtNDX fehérje

részt vesz az RNS-DNS hibridek stabilizálásában, emellett az alacsonyabb

génexpresszióval jellemzett és heterokromatikus régiókra jellemző. Az AtNDX és

RNS-DNS hibridek térbeli kromatinszerkezet kialakításában betöltött szerepét

vizsgálva megállapítottuk, hogy mindkét struktúra térbeli határoló funkciót

láthat el. Az RNS-DNS hibridek az aktív génexpresszióval jellemzett, rövidebb

interakciókra – gén-hurkokra - jellemzőek, míg az AtNDX feltételezhetően az

átfogóbb (long-range) kromatin hurkokat szabályozzák.
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