I _Tubomanvos cikk Mosolyg6-Lukacs Agnes és Székvélgyi Lorant

AZ AtNDX TRANSZKRIPCIOS FAKTOR ES AZ R-HURKOK
KROMOSZOMALIS TOPOGRAFIAJA

Mosolygé-Lukacs Agnesi2, Székvélgyi Lorant 2

1IMTA-DE Lendiilet Genomszerkezet és Rekombinacié Kutatdécsoport,
Molekularis Medicina Kutatokozpont, Debreceni Egyetem

2Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet, Debreceni Egyetem

Osszefoglalas

A kromoszomalis R-hurkok haromszall nukleinsav strukturak, amelyek egy
RNS-DNS hibridbdl és egy kiszoritott, egyszali DNS-bdél allnak. A ladfi
(Arabidopsis thaliana) Nodulin homeobox (NDX) fehérjéje az egyetlen ismert
transzkripcids faktor, amely kozvetlen szerepet jatszik az R-hurkok
stabilizaldasaban. Munkank sordan az AtNDX és az RNS-DNS hibridek egylttes
el6fordulasat vizsgaltuk konfokalis lézerpasztazé mikroszkdpiaval az egyedi
sejtek szintjén, illetve Uj-generacids szekvenalassal a sejtpopulacid szintjén.
Kisérleteinkben meghataroztuk az AtNDX fehérje és az RNS-DNS hibridek
kromoszomalis kot6helyeit (cisztromjat) és azok atfedését a teljes genom
szintjén, valamint az AtNDX és RNS-DNS hibrid kot6helyeket 0sszefliggésbe
hoztuk a magasabbrend( kromatinszerkezet egyes elemeivel (gén-hurkok) és a

génexpressziod szabalyozasaval.

Bevezetés

Az R-hurkok (R-loop-ok) olyan haromszald RNS-DNS hibrid strukturak,
amelyekben egy RNS molekulaval hibridizalé templat DNS kiszoritja a
komplementer DNS szalat. R-hurkokat Escherichia coli-ban azonositottak
legel6szor, késObb azonban élesztd, egér és human modellorganizmusokban is
részletesen megvizsgaltdk a bioldgiai szerepiket [1-4]. Sokaig miterméknek
illetve a transzkripcid melléktermékének tekintették 6ket, azonban az elmult
hisz év kutatasai szamos fizioldgias és patoldgias folyamatban bizonyitottak a
szerepiket. Az R-hurkok tobbek kozott részt vesznek a B limfocitak

immunglobulin  génjeinek izotipus valtdsaban, a mitokondridlis DNS
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transzkripcid szabalyozasaban [2]. A fizioldgias folyamatokban betoltott
szerepén tul az R-hurkok sejtmagban torténé felhalmozdéddasa DNS
karosodashoz vezet, dupla-szalli DNS toréseket és a genom instabilitasat
okozva. Sorra latnak napvildgot azon tudomanyos publikacidok, amelyek az
R-hurkokkal 0&sszefiiggésbe hozhaté gének mutacidinak a patoldgias
kovetkezményekre vilagitanak ra (1. tablazat). Egyes hipotézisek szerint az
R-loop-ok felhalmozdédasahoz kothetd példaul bizonyos daganatos és

neurodegenerativ megbetegedések kialakulasa [7].

1. tablazat. R-hurkokkal Osszefiiggésbe hozhaté betegségek és gének, amelyek
mutacidja az adott betegséget eredményezheti

Betegség Gén
Mioténias disztréfia DMPK
Huntington kér HTT (CAG)n

FRAXE, Fragilis X betegség (E tipus) FRM2 (CCG)n
FXS vagy FRAXA, Fragilis X betegség

(A tipus) FMR1 (CGG)n
FXTAS, Fragilis X betegséghez

kapcsolt tremor-/ataxia-szindréma ERMI/FRMS (CLG I

SCA, Spinocerebellaris ataxia ATXN1, ATXN2 (CAG)n
FRDA , Friedreich ataxia FXN (GAA)n

ALS/FTD, Frontotemporalis demencia C9orf72 (GGGGCC)n
Emlorak, Petefészekrak BRCA1, BRCA2

Eosinofil leukémia FIP1

Seminoma BRE1

Vastagbélrak VIM

FA, Fanconi anémia FA gének pl.:FANCM, FANCD2
ALS, Amiotréfias lateralszklerézis ATXN2

AOA2, Ataxia oculomotor apraxia 2 SETX

AGS, Aicardi-Goutiéres szindréma TREX1, RNASEH2, SAMHD1
PWS, Prader-Willi szindréma SNORD116

Burkitt limféma c-MYC és IgH

MM, Myeloma multiplex c-MYC és IgH
Malignancia, AIDS esetén hTREX

A |udfa (Arabidopsis thaliana) Nodulin homeobox (NDX) fehérjéje az egyetlen
ismert transzkripcidés faktor, amely kodzvetlen szerepet jatszik az R-hurkok
stabilizalasaban. Az AtNDX a viragzast szabalyozé FLOWERING LOCUS C (FLC)
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génrdl antiszensz iranyban atirddé nem-kdédold RNS (COOLAIR) expresszidjat

kontrollalja [9]. Az AtNDX egy egyszalu DNS-hez k6t6dé homeodomain fehérje,
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immunprecipitaciés (DRIP) mérések szerint R-loop felhalmozddashoz vezet az
FLC gén teriletén [8]. Ennek a mérfoldkének szamité eredménynek a tikrében
jogosan vetddik fel a kérdés, hogy vajon az AtNDX fehérje és R-hurkok a teljes
genom szintjén is funkciondlisan kapcsoltak, vagy ellenkezbleg, szereplk
heterogén. Kutatasunkban az AtNDX és RNS-DNS hibridek kromoszémalis
eloszlasat vizsgaltuk immunlokalizacids mddszerekkel valamint Uj-generacios
szekvenalassal, kromatin immunprecipitaciéval (ChIP-seq) és DNS-RNS

immunprecipitacioval (DRIP-seq).

Eredmények

Az AtNDX és az RNS-DNS hibridek eloszlasa az egyedi sejtek szintjén
Immunfluoreszcens vizsgalataink soran az AtNDX-GFP flzidés fehérjét és az
RNS-DNS hibrideket megjel6ltik anti-GFP és anti-RNS-DNS hibrid antitestekkel
[9-10]. A kettds immunjeldlés soran so kezelést (600 mM NacCl) alkalmaztunk a
gyengén és aspecifikusan kot6do jelolt molekulak eltavolitdsara. Az immunfluo-
reszcens jelek detektalasat konfokalis |ézerpasztazd mikroszkdppal végeztik. Az
AtNDX és RNS-DNS hibridek kolokalizacidjanak kvantitfikaldsa a Pearson és
Manders' korrelacids koefficiensek alapjan tortént [11]. A statisztikai szignifikan-
cia megallapitasahoz a megfigyelt korrelacids koefficiensek eloszlasat a mikrosz-
képos felvételekbdl randomizalt pixelek eloszladsahoz  hasonlitottuk.
Szamitasaink igazoltak, hogy az AtNDX és RNS-DNS hibrid strukturak a sejt-
magban dusulnak és szignifikdnsan kolokalizalnak egymassal (1 abra A). A
Pearson-koefficiens alapjan kdzepesen erds kolokalizaciét allapitottunk meg
(p=0,35), amely statisztikailag szignifikansan kilénbozétt a random értéktol. A
Manders' koefficiens két paramétere szintén jelent0s egyulttes el6forduldst
mutatott (1. abra B).
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1. abra. AtNXD és RNS-DNS hibrid kétohelyek azonositasa az Arabidopsis genomban.
(A) Az AtNXD és RNS-DNS hibridek sejtszint(i lokalizacidjat kettés immunfluoreszcens jel6léssel
végeztiik anti-GFP és az RNS-DNS hibridet specifikusan felismeré antitestekkel. (B) A koloka-
lizacio mértékének kvantifikalasa Pearson és Manders' korrelacids koefficiensekkel tértént.
megf.=szamitott érték, rnd=randomizalt érték. Manders1= Az RNS-DNS hibridek AtNDX fehér-
jével atfedo részét definialja, Manders2=Az AtNDX RNS-DNS hibridekkel atfed6 részét definialja.
(C) A ChIP szekvenalas alapjan megallapitott AtNDX és a DRIP szekvenalas alapjan definialt
RNS-DNS hibridek atfedését bemutaté Venn diagramm. (D) AtNXD és RNS-DNS hibrid
szekvenalasi profil az FLC I6kusz tertiletén. A szekvenalas két fiiggetlen bioldgiai replikatummal
tortént. A gqPCR-ral torténd validalas soran az FLC I6kusz i és e régidit vizsgaltuk.

AtNDX és RNS-DNS hibrid kotohelyek a teljes genom szintjén

Az AtNDX és RNS-DNS hibridek pontos kotohelyeit a teljes genom szintjén
ChIP-seq és DRIP-seq moddszerekkel hataroztuk meg. A FLAG-AtNDX és DNS-
RNS immunprecipitacé soran nyert DNS fragmentumokat Illumina platformon
szekvenaltuk, majd a kotéhelyeket HOMER peak keresési algoritmussal azonosi-
tottuk [12]. DiffBind analizis segitségével [13] kozos és differencialis
kotbhelyeket hataroztunk meg (1. abra C), amely 9611 AtNDX és 25.682
RNS-DNS hibrid kotOhelyet eredményezett; ezek kozil 2631-et azonositottunk
k6zos kotbhelyként. Az AtNDX peak-ek 27,38%-a mutatott atfedést az RNS-DNS
hibridekkel, mig az RNS-DNS hibridek estén az dsszes peak 10,34 %-a fedett at
az AtNDX fehérje kotbhelyeivel. A koétohelyeket a referencia FLC lékusz 2.
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exonjan (i régid) és a terminalis régidban (e régido) gPCR maddszerrel validaltuk
(1. abra D). A korabban publikalt eredményekhez hasonléan az FLC ldkusz i

« s e

AtNDX fehérje egyittes el6fordulasat.

A tovabbiakban az AtNDX és RNS-DNS hibridekhez kéthetd genomi funkcidk
dusultak a géneken és az exonokon is. Emelett az R-hurok specifikus két6helyek
a promoter és a splice junction (exon-intron hatar) régidkhoz kotddtek, mig a
koz6s AtNDX és RNS-DNS hibridek a géneken és promotereken tul jellemzbéek
voltak a splice junction régidkban is. Megfigyeléseink egybecsengenek mas
csoportok eredményeivel, amelyek human és egér sejtekben igazoltak az
RNS-DNS hibridek promoter régiokhoz kothet6ségét [2, 14].

Az AtNDX és az RNS-DNS hibridek kiilonb6z6 kromatin allapotokra
jellemzoek

Egy a kdzelmultban publikdlt munka atfogd epigenetikai jellemzést készitett az
Arabidopsis genomrdél, amelyben kilenc kiilénb6zd funkcionalis kromatin allapo-
tot (chromatin state) irtak le [15]. Ezen kromatin allapotokat definialo epigene-
tikai jellegzetességeket és a state-ekre jellemzd transzkripcios aktivitast a 2.
abra A részén bemutatott hotérkép alapjan szemléltetjik. A state 1-et aktiv
transzkripcid jellemzi. A kromatinra a H3K4me3 és H3K4me2, H3K36 metilacié
mellett jellemzd a H2 hiszton ubikvitinacidja, a H3.3, H2AZ hiszton variansok és
a H3K9 acetilacié. A state 2-ben szintén az aktiv jelek domindlnak, azonban
megjelenik a repressziv H3K27me3 jel is. A state 3-re jellemzéek a H3K4mel,
a H2B hiszton ubikvitinacidja, a H3K36me3, H3K4me2, és H3K4me3. A transz-
kripcié aktiv, ezzel Osszefliggésben a repressziv H3K27me3 jel mennyisége
alacsony. A state 4 a state 2-vel mutat hasonldsagot, itt azonban az aktiv jelek
kevésbé jellemzdek és er0s a repressziv H3K27me3 jel. A state 5 a Polycomb
csendesitett kromatin, amelyben er6s a repressziv H3K27me3 jel. A state 6 és

7 kromatin allapotok a gének kddold teriiletén jellemzd (a state 7 magasabb
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transzkripcids aktivitast mutat és H3K4me1, H2B ubikvitinacié, és H3K36me3-
val jellemzi). A state 8 és 9 a kromoszomak heterokromatikus teriletei, ame-
lyekben az aktiv transzkripciét jellemz6 jelek hidanyoznak. A state 8-hoz AT
gazdag terlletek tartoznak, mig a state 9 a kromoszémak GC gazdag pericen-

tromer régioira jellemzé.

A tovabbiakban az egyedi és kdzos AtNDX és RNS-DNS kotbhelyek atfedését
vizsgaltuk a kilonb6z6 kromatin allapotokkal, amely alapjan az az AtNDX és
RNS-DNS hibridekre az alabbi state-ek el6fordulasa volt jellemez6 (2. dbra B).
(1) Az egyedi AtNDX kot6helyek a heterokromatikus state 9-re, és az aktiv
transzkripciot mutaté state 6 és 7-re jellemzoek. (2) Az egyedi RNS-DNS hibrid
kot6helyek az aktiv génexpresszioval jellemzett eukromatikus state 1 és 2-ben
dusulnak. (3) A kdzos AtNDX & R-loop kodtohelyek a Polycomb csendesitett state
5-re, az aktiv génexpresszidval jellemzett state 6-ra és a heterokromatikus state

9-re jellemzd.

A B
State 1 (11.06%) State 2 (9.54%) State 3 (10.08%)
—r—
State 1 K AtNDX - 13 e I
State 2 Kozds kotéhelyek: [l | [F] 5
State 3 RNS-DNS hibrid & L
g::::: 0 | State 4 (14.78%) State 5 (13.39%) State 6 (9.87%)
State 6 [ AtNDX - [ll+6 I 7 > I
State 7 ] I Kézos kotéhelyek: [ll+9 I 0 7 I
State 8 I 1 RNS-DNS hibrid: [N 2 [ [EN [
State 9 | !
. j State 7 (9.88%) State 8 (9.02%) State 9 (12.32%)
2554055, 5% %.%5% 0% %, %0 <
99@9@%,**@94_%_090900 AtNDX | [ - 5 [ EN I
2 L el hh o6 o3 g
% 2299573 2%% T33% Kozos ktshelyek: e - I > 6
?o‘o ve %% 7 T % RNS-DNS hibrid, [ills7 .G .
17 9‘5 Il] Ilﬂ 2‘0 J‘D 6 |'n 2'n 6 |YCI 2’0 3’0

A kitohelyek atfedése
a kromatin state kategoriakkal (%)

2. abra. Az AtNDX és RNS-DNS hibrid koétéhelyek atfedése kiilonb6zé kromatin
allapotokkal. (A) A Sequeira-Mendes és munkatarsai altal megallapitott 9 kiilbnb6z6 kromatin
allapotot (state) bemutatd hétérkép az egyes state-eket definiald epigenetikai jellemzdbkkel és
transzkripcids aktivitasukkal [15]. A szinskala az egyes jellemzbk elbforduldsanak a gyakorisagat
jelzi. (B) Az egyedi és kézds AtNDX és RNS-DNS kétbhelyek atfedése a kiilbnb6z6 kromatin

allapotokkal.
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Az AtNDX és RNS-DNS hibridek funkcionalis kapcsolata a térbeli kro-
matinszerkezettel

Az A. thaliana genom térbeli szerkezete Un. kromatin konformacié ,capture”
madszerekkel (pl. Hi-C) vizsgalhatd és rekonstrualhatd [16]. A Hi-C modszerrel
kromoszdmakon bellli térbeli interakcidk, valamint a kromatin- és génhurkokkal
0sszefiiggd transzkripcids aktivitas vizsgalhatd a teljes genomban [17]. A Hi-C
térkép alapjan a kromatin hurkokra (=6 kb) egy repressziv hiszton médositas,
a H3K27me3 jellemzd. A mddszer nagy felbontasanak kdszonhetben a gének
szintjén is azonosithatunk térbeli interakcidkat (gén-hurkok), amelyek a gének
5'-3' szakasza kozott jonnek létre. Vizsgalataink soran a Hi-C mddszer alapjan
megallapitott, gén-hurkot formald és gén-hurkokat nem alkotd, gének pozicioit
Osszevetettiik az AtNDX és RNS-DNS hibridek kotOhelyeivel. Ezen felll a gének
transzkripcids aktivitasat is 6sszefliggésbe hoztuk a DRIP és ChIP mintazatokkal
(3. abra A). Megallapitottuk, hogy az RNS-DNS hibridek az aktiv génekkel
asszocialtak és jellemz6bbek a gén-hurkot alkotd gének promoter régidiban. Ez
0sszecseng az S. cerevisiae GAL10 gén terlletén megfigyelt hasonlé eredmény-
nyel [18], amely szerint GAL10 promoter és terminator régidja kozott kialakulo
gén-hurok konformacié létrejottéhez egy R-hurok struktira jelenléte sziikséges.
Az AtNDX el6fordulasa viszont fliggetlen volt a gén-hurok konfiguraciod
jelenététdl, és jellemzbéen az alacsonyabb transzkripcids szint(i génekhez volt
kotheto (3. abra A). Tovabba megallapitottuk, hogy az AtNDX és az RNS-DNS
hibridek is kotddnek a nagy térbeli kromatin doméneket (TAD-like regions)
elhatarold régidkhoz. A 3. abra B részen lathatd, hogy az RNS-DNS hibridek és
az AtNDX koét6helyek a nagy kromatin hurkok lehorgonyzasi pontjaiban dusul-
nak, amely arra utal, hogy mindkét szerkezet valamilyen hataroldé funkciét

tolthet be a kromatin haromdimenzids szervezodésében.

Kovetkeztetés

Kutatdbmunkank soran els6ként vizsgaltuk az RNS-DNS hibrid strukturak
el6forduldasat az Arabidopsis genomban. Feltérképeztik az AtNDX és RNS-DNS
hibridek egylttes el6forduldsat egyedi sejtek szintjén és a teljes genomra

kiterjedden is.

BIOKEMIA
XLI. évfolyam 1. szam 2017. marcius

40



| _Tubomanvos cikk Mosolyg6-Lukacs Agnes és Székvélgyi Lorant

A
5’ 3 g
e - ———— - s i) s B
RNS-DNS hibrid RNS-DNS hibrid

30{n=1611 | ] 30{n=1611 | |

i i i i Aktiv

| E y E gén
204 i i 20 i l

| ! !
10 I ! | 104 i Csendes

: JV\'— : gen

| I T T T
01 i i 01 i -2000 0 2000

AtNDX AtNDX

15in=1611 | ! 15in=1611 | }
o A s o] |

) ) | » |

I - {]

5 \jN 1 54 Qf I

| i i | gt

i ! i | = —
8 j | o 8 ‘ | : -2000 0 2000
-1000 TSS TS +1000 -1000 TSS TTS +1000

. L. i L Lehorgonyzasi pontoktol mért
Kodolo gének Kodolo gének tavolean th
) e , - g(bp)
génhurok nélkil génhurok strukturaval

3. abra. (A) Az RNS-DNS hibridek az aktiv génekkel asszocialtak és jellemz6bbek a gén hurkot
alkotd gének promoter régidiban. Az AtNDX el6fordulasa fliggetlen a gén-hurok jelenlététél és
az alacsonyabb transzkripcids szinttel jellemzett génekhez kétheté. (B) Az RNS-DNS hibrid és az
AtNDX dusulasa a kromatin hurkok lehorgonyzasi pontjaiban.

Eredményeink alapjan azt a kdvetkeztetést vontuk le, hogy az AtNDX fehérje
részt vesz az RNS-DNS hibridek stabilizaldsaban, emellett az alacsonyabb
génexpresszidval jellemzett és heterokromatikus régidkra jellemzd. Az AtNDX és
RNS-DNS hibridek térbeli kromatinszerkezet kialakitdsaban betoltott szerepét
vizsgalva megallapitottuk, hogy mindkét struktlira térbeli hatarold funkciot
lathat el. Az RNS-DNS hibridek az aktiv génexpresszidval jellemzett, révidebb
interakciokra - gén-hurkokra - jellemzdek, mig az AtNDX feltételezhetben az

atfogdbb (long-range) kromatin hurkokat szabalyozzak.
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Mosolygo-Lukdcs Agnes a Debreceni Egyetemen diplomézott biolégus-bio-
technoldgus és 6koldgusként 2010-ben. Doktori munkajat a Debreceni Egyetem
Névénytani Tanszékén készitette névényi molekularis taxondmia és filogenetika
teriiletén, doktori értekezését 2016-ban védte meg. 2015-t6l 4j tu-
domanyteriileten folytatta kutatémunkajat, csatlakozva az MTA-DE Genom-
szerkezet és Rekombinacié Kutatécsoporthoz. Kutatémunkdja a genom
térszerkezet vizsgalatara irdnyul Arabidopsis, éleszté és human modell-
szervezetekben. A névényektbl egy névénydbkoldgus férj révén szabadulni sem
tudna, igy szabadidejében csaladjaval egylitt a természetben kapcsolddnak Ki.

Székvolgyi Loérant kutatécsoport vezetsé. Csoportjaval a kromoszomak
térszerkezetét és a homolg rekombindcid utvonalait vizsgaljak emberi, éleszté
és ludfli modellszervezetekben. Kutatasait az MTA, a Debreceni Egyetem AOK,
az NKFIH, az ICGEB, az EU keretprogramjai és az IMéRA (Institut d'études
avancées) tamogatja. 2015 szeptemberétdl MTA Lendllet tamogatassal kutatja
a magasabbrend(i kromatinszerkezet kialakulasanak epigenetikai tényezdit és
| sejtes Orokolhetbségét. Posztdoktori évei alatt tobbszor jart vendégkutatoként
és tanulmanyuton Franciaorszagban (Institut Curie, Paris; Centre de Recherche
en Cancérologie de Marseille) és Németorszagban (DKFZ, Heidelberg). Egyete-
mi évei alatt (1996-2002, molekularis biolégus szak/biokémia szakirany) Bor-
bély Gyobrgy és Sipiczki Matyas professzorok el6addsai meghatarozéak voltak késébbi
kutatomunkaja szempontjabdl, akik egy teljesen ujfajta molekularis szemliéletet ,,importaltak”
Szegedrél (SZBK) Debrecenbe (DE TTK). A legfontosabb életbéicsességet a Kodaly Zoltan zenei
altalanos iskolaban (1984-1992, Salgdtarjan) Szilagyi LaszIo tanar urtol tanulta (énekzene,
kamarazene): ,Angol hidegvér és tiizallé pofaszakall!”.
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