-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you byfz CORE

provided by ELTE Digital Institutional Repository (EDIT)

Abiotikus valaszokban szerepet jatszo kisSRNS-ek azonositasa

novényekben ujgeneracios szekvenalassal

Doktori értekezés tézisei

Baksa lvett

Eo6tvis Lorand Tudoményegyetem, Természettudomanyi Kar

Biologia Doktori Iskola
A Doktori Iskola vezetdje: Prof. Dr. Erdei Anna, MTA rendes tagja

Genetika Program
A Doktori Program vezetdje: Dr. Vellai Tibor, DSc, egyetemi tanar

Témavezetd: Dr. Szittya Gyorgy, PhD, tudomanyos fémunkatérs

NAIK - Mezdgazdasagi Biotechnologiai Kutatointézet, Godo116

2019


https://core.ac.uk/display/333613935?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

Bevezetés

A novények szamara kulcsfontossagu, hogy megfelelden érzékeljék az adott kdrnyezetet,
mivel képtelenek a helyvaltozatasra. A megvaltozott viszonyokhoz valé gyors és hatékony
adaptacidhoz elengedhetetlen egy olyan szabdlyozo rendszer kialakitdsa, ami folyamatosan
észleli az abiotikus és biotikus faktorokat és ennek megfeleléen tudjak alakitani a ndvekedési
¢s fejlodési programjukat. A kornyezet homérséklete a leginkabb limitald faktor a névények
tulélése szempontjabol, ennek ellenére a hdmérséklet érzékelési €s adaptacios folyamatokrol
keveset tudunk.

Arabidopsisban irtdk le, hogy a kromatin szerkezetnek meghatarozd szerepe van a
homeérsékletérzékelésben (Kumar és Wigge 2010). A kromatin az eukaridta sejt DNS-
alloméanyanak hiszton fehérjékkel kialakitott komplexe, amelynek egyik szervezddési szintje a
nukleoszoma. Ebben a gyongyflizér-struktaraban hiszton oktamerek fognak kozre két
fordulatnyi, 146 bazisparnyi DNS-t. Az alternativ H2A.Z hisztont tartalmazé nukleoszomak
egy szorosabb feltekeredést tesznek lehetévé a DNS szdmara. Magasabb ambiens
hémérsékleten (27°C) lecsokken a H2A.Z hisztonok ardnya a kanonikus H2A varianssal
szemben, ami egy lazdbb kromatinszerkezetet eredményez, igy elsegiti a transzkripciot. Mivel
a kisRNS-ek fontos kromatin allapot szabalyozok a novényekben, feltételezhetd, hogy szerepiik
van a hdmérséklet érzékelésben és az arra adott fiziologias valaszok szabalyozasaban is.

Egy kordbbi munkdnkban bemutattuk, hogy a kisRNS-ek irdnyitotta molekularis
parazitak elleni védekezés hdmérsékletfliiggd (Szittya és mtsai. 2003). Azt tapasztaltuk ugyanis,
hogy alacsony ambiens hOmeérsékleten (15°C) a virusrol, vagy a transzgénrdl keletkezd
KisSRNS-ek mennyisége meglehetésen lecsokken. Ennek kovetkezményeként hidegben a
novények sokkal fogékonyabbak a virusfertézésre. Ezzel ellentétben, az RNS csendesités
aktivitasa, és az antiviralis €s transzgén eredetii kisSRNS-ek mennyisége fokozatosan ndvekszik

a homérséklet emelkedésével.
Célkitiizések

Munkénk soran célul tiztiik ki, hogy azonositsuk a névényi hdmérsékletérzekelésben
szerepet jatszo kisRNS-eket Arabidopsis thaliana modelnévényben. Ehhez harom kiilonb6z6
ambiens homérsékleten nevelt ndvények csirandvény, gyokér, levél és viragzat mintait
hasznaltuk fel, amelyekbdl cDNS konyvtarakat hoztunk létre. Kérdéseink megvalaszolasahoz

az ujgeneracios szekvendlast kombinaltuk bioinformatikai ¢és molekuldsis biologiai

modszerekkel.



Mivel elsésorban human és allati mintakra kidolgozott kisSRNS c¢cDNS koényvtarkészité
kitek alltak a rendelkezésilinkre, ezért kutatdsainkhoz elengedhetetleniil sziikség volt az
ujgeneracids  szekvenaldshoz  hasznalt  kiilonb6zé  konyvtarkészitési  modszerek
optimalizalasara. A kiilonb6z6 novények, és azok eltérd szoveteibol, szerveibdl szarmazo RNS
kivonatok eltéré preparaciot igényelnek, ezt szintén a munkankhoz alakitottuk. Ahhoz, hogy a
MIRNS-ek altal elvagott mRNS target géneket genomszinten tudjuk azonositani, igynevezett
degradome cDNS konyvtarakat készitettiink. Ez egy nagyateresztd képességli kisérleti
modszer, amit a vagastermékek detektalasara allitottunk be a laboratériumunkban (German és

mtsai. 2008).

Annak érdekében, hogy a tovabbi kutatdsok sordn bonyolultabb kérdéseket is meg
tudjunk valaszolni, célul thztiikk ki a kisérleti rendszeriink és a bioinformatikai elemzés
modszerének kidolgozasat. Ehhez els6ként a Nicotiana benthamiana szovetszintli miRNS
profiljat hataroztuk meg. A .Nicotiana. benthamiana a kiilonb6z6 stresszfaktorok, mint a
virusfertézések, gazda-patogén interakciok hatdsanak vizsgalatara egyik széles korben elterjedt

modelndvénye, amit intézetiink tobb kutatocsoportja is hasznal munkai soran.

A kutatomunka soran hasznalt fobb modszerek:

Genomi DNS izolalas, RNS izolalas, konyvtarkészités Gjgeneracios szekvenalashoz (MRNS
szekvenalo konyvtar, kisSRNS cDNS konyvtar, ,,degradome” konyvtar), Northern blot analizis,
MiRNS-ek kvantifikalasa RT-PCR modszerrel, real-time kvantitativ PCR, metilacios mintazat

vizsgalata Chop-gPCR-el, bioinformatikai elemzések

Eredmények

1. N. benthamiana csiranévény, gyokér, levél, szar és virag mintakbol hatékonyan és jo
mindségben készitettiink mRNS, kisRNS ¢€s ,,degradome” ¢cDNS konyvtéarakat.

2. Leirtunk a N. benthamiana vizsgalt mintakban 40 mar mas fajokbol ismert és korabban
azonositott miRNS csaladot és megadtuk azok szovetszintli expresszids profiljat.
Jellemeztikk a miRNS csalddok kezdd nukleotidbeli és méretbeli eloszlasat, amely
jelentds mértékben meghatarozza az adott kisRNS funkcidjat. A mas fajokbol mar
ismert miRNS-ek altal hasitott mRNS szekvencidkat elsdként azonositottuk N.
benthamiana névényben, amelyeket kisérleti uton tudtunk igazolni. Az ismert target
MRNS szekvencidkon kiviil 15 eddig nem ismert miRNS célpontot is azonositottunk.

3. Bioinformatikai modszerekkel definialtunk 18 1, N. benthaminana specifikus miRNS-

t, amelyeket molekularis bioldgiai modszerekkel is validaltunk. Megadtuk a miRNS-ek



méret szerinti eloszlasat és a kezdd nukleotid Osszetételét is a mintdinkban. A
,degradome” konyvtarak segitségével az ) miRNS-ekhez 32 poszttranszkripcionalisan
vagassal szabalyozott cél mRNS-t azonositottunk.

4. Harom kiilonb6z6 hémérsékleten (15°C, 21°C és 27°C) nevelt A. thaliana Columbia
okotipus csirandvény, gyokér, levél, és virag mintakbol hatékonyan €s jo6 mindségben
készitettiink mRNS, kisRNS és ,,degradome” cDNS konyvtarakat.

5. Az A. thaliana kisRNS konyvtarakbol egy 378 egyedi miRNS szekvenciabdl allo
halmazt hoztunk létre a miRBase adatbazisban elérhet6 és az altalunk de novo prediktalt
mMIiRNS-ekbdl a tovabbi elemzésekhez.

6. Azonositottunk 50 hémérséklet-szabalyozott miRNS szekvenciat Arabidopsisban,
amelyeknek megadtuk a szOvetszintli expressziojat, és definidltunk a ,,degradome”
szekvenalasokbol elérhetd 133 target mRNS-t is.

7. A kordbban mar ismert miR169 csaldd tagjait, mint ambiens hdmérséklet-szabalyozott
MIRNS-t részletesebben megvizsgalva azt kaptuk, hogy kozvetve befolyasolja a
viragzasi id6t. A miR 169 posztranszkripcionalisan szabalyozza a Nuclear Factor Y (NF-
Y) transzkripcios faktor A alegységét, amely trimer formaban (NF-YA2, NF-YB2 és
NF-YC9) regulélja a f6 viragzasi integrator, az FT és a YUC2 expressziojat.

8. Megtalaltuk a legtobb ismert phasiRNS lokuszt Arabidopsisban, és azonositottunk
eddig nem ismert tagokat is. A legtobb phasiRNS lokusz a vizsgalati koriilményeink
kozott szovet specifikusnak bizonyult, valamint a hdmérséklet emelkedésével
alulszabalyozott volt.

9. A legtobb de novo prediktalt kisRNS 16kusz esetén a 24 nt hosszusagli mérettartomany
volt a dominans. Ugy talaltuk, hogy globalisan mind a genomi elhelyezkedésiik és az
expresszids szintjiik stabil, fliggetleniil az ambiens hOmérséklettdl vagy a szovet
tipusatol.

10. Definialtunk néhany homérsékletfiiggd 24 nt hosszusagu kisRNS 16kuszt, amelyeket
tobbnyire transzpozonokban ¢€s intergenikus régidkban talaltunk meg. Ilyen példaul a
YUC2 promoéter régiojaban  taldlhatd  heterokromatikus  kisRNS  lokusz.

Megallapitottuk, hogy ez a szabalyozési szint az auxin homeosztazis epigenetikai

crer

Osszefoglalas

A novények talélése szempontjabdl a leginkabb limitalo faktor a hdmérséklet, éppen ezért

meglehetésen valtozatos morfologiai és fejlédésbiologiai eltéréseket mutatnak az ambiens



homérsékleti tartomanyon (12-27°C) beliil. Az abiotikus szignalokhoz valo alkalmazkodas
egyik f6 szabalyzoi a kisRNS-ek, amelyek transzkripciondlisan, és poszttranszkripcionalisan is
befolyasolhatjak a génexpresszidt. Doktori dolgozatomban elsdsorban arra a kérdésre kerestiik
a valaszt, hogy A. thaliana modelln6vényben milyen szabalyzé szerepet t6ltenek be a kisSRNS-
ek a homérsékletadaptacid soran. A miRNS profil meghatdrozasdhoz kisRNS, és a miRNS
vagastermékek azonositasara szolgald ,,degradome” konyvtéarakat készitettliink négy kiilonb6zo
szovetbdl (csirandvény, gyokér, levél, virag) harom eltéré ambiens homérsékleten (15°C, 21°C
¢s 27°C). Globalisan vizsgalva a kisRNS profilt, ugy talaltuk, hogy a kisRNS l6kuszoknak
csupan egy kis hanyadat (0,6%) szabalyozza az ambiens hdmérséklet. A kiilonb6zd kisRNS
osztalyokat részletesebben megvizsgalva azonban azonositottunk homérsékletfiiggd miRNS-
eket és azok target génjeit. A miR169h-n-5p az egyik ilyen homérséklet szabalyozott miRNS,
amely célgénje, az NF-Y A2 szintjét alacsonyan tartja alacsony ambiens hémérsékleten. Az NF-
YA2 a konzervalt transzkripcids regulator, az NF-Y heterotrimer komplex tagja, amely a
viragzasi id6 kozponti integratoranak, az FT promoéteréhez kotodik, igy befolyasolja a viragzast.
A megnovekedett NF-YA2 szint magas ambiens hdmérsékleten kdzremiikddik az FT szint
emelkedésében, ami korai viragzast eredményez. Egy masik kisRNS osztaly, a phasiRNS-ek
kozott is talaltunk termoreszponziv 10kuszokat, amelyek célgénjei kiilonb6z6 auxin titvonalban
szerepld gének. A legnépesebb novényi kisRNS-ek a 24 nt hossziusdgu heterokromatikus
kisRNS-ek, amelyek esetén a transzpozonokban és az intergenikus régiokban figyeltiink meg
dusulast. Globalis skalan nézve ezeknek a kisRNS-eknek a genomi elhelyezkedése és az

expresszids szintje nagyon stabil, nem befolydsolja az ambiens hémérséklet, vagy a szdvet

crer

crer

Eredményeink a miRNS-ek, és az egyéb kisRNS osztalyok, mint a phasiRNS-ek, tRNS
fragmentek, 24 nt heterokromatikus 16kuszok abiotikus valaszokban betoltott igen valtozatos

szerepének megértésében segitik a novénybiotechnoldgusokat.

Munkank soran egy masik fontos modelndvény, a N. benthamiana miRNS profiljat és a
MiRNS-ek vagassal szabalyozott célgénjeit is leirtuk csirandvény, gyokér, levél, szar és virag
mintakbol, két kiillonb6zd forrasbdl szarmazd ndvénybdl. Ehhez szintén kisRNS ¢és
»degradome” szekvenalasi stratégiat alkalmaztunk. Az Ujgeneracios szekvenalast kovetden
bioinformatikai elemzésekkel és Northern blottal validaltuk az eredményeinket. A vizsgalt
mintak alapjan meghataroztuk a N. benthamiana részletes szovetszintii miRNS expresszios

mintazatat, azonositottunk 40 konzervalt miRNS csaladot, és 18 1j, N.benthamiana specifikus



MiRNS-t is. Egy nagy ateresztOképességili technologia adaptalasaval validaltuk a miRNS-ek cél
MRNS-eit is, amelyek koziil tobb uj targetet is elsdként irtunk le. Mivel a N. benthamiana a
biotikus stresszfaktorok (virusfertdzések, gazda-patogén interakcidk) tanulmanyozasiban
intézetiinkben és vilagszerte is kedvelt modelndvény, eredményeink sokak altal hasznosithato,

bongészheto 1) adatokkal jarul hozza tovabbi kutatdsokhoz.
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