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Novényi cirkadian 6ra-komponensek azonositasa es funkcionalis
jellemzése
Dr. Kozma-Bognar Laszld
MTA SZBK Noéveénybiologiai Intézet

ELOZMENYEK

A legkiilonb6zobb €16 szervezetekben megtalalhato cirkadian éra egy olyan autonom
biokémiai mechanizmus, amely képes kb. 24 0rds periédushosszl oszcillacidk
létrenozésara és ennek révén Kkilonbdzoé (molekuléris, élettani) életfolyamatok
miikodésének ritmikus szabalyozasara. A cirkadian ora altal megjelenitett szubjektiv
id6 a kils6 kornyezet valds (vagy objektiv) idejének egyfajta leképezése, igy a
cirkadian ora el6re jelzi a periddikus kornyezeti valtozasokat (pl. a napszakok
valtakozasat) és az altala szabalyozott folyamatok megvaltoztatasaval mintegy
felkésziti a gazdaszervezetet a varhatoan bekdvetkezo valtozasokra.

A cirkadian 6ra molekularis ora, az oszcillatort kiillonb6z6 gének és azok géntermékei
alkotjak, amelyek bonyolult visszacsatolasos rendszerben szabalyozzék énmaguk és
egymas kifejezédését/aktivitasat. A ndvényi cirkadian rendszer elemei kozll eddig
csak néhany komponenst sikerilt azonositani, de eddigi ismereteink nyilvanvaldan
elégtelenek a rendszer miikddésének leirasahoz.

Munkénk célja, hogy a cirkadian regulacioban sérilt mutansok azonositasa és
jellemzése révén a ndvényi cirkadian rendszer 0 elemeit fedezzik fel, majd az egyes
elemek kozti funkcionalis kdlcsonhatdsok megismerésével a rendszer muikédeserol
nyerjink fontos 0j informéacidkat. Az elmult években végzett genetikai sziirés
eredményeként azonositottunk 12 cirkadidn 6ra mutanst Arabidopsis thaliana-ban,
amelyek a vad tipusi ndvényekben mérhet6tél eltéré periodushosszi ritmusokat
mutattak (5 révid és 7 hosszu periédusu mutans). A palyazati timogatast a 12 mutans
részletes jellemzésére, a mutéciét hordozo genek azonositasara, izolalasara és

funkciondlis analizisére kértuk.
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AZ ELERT EREDMENYEK

Uj mutans allélek ismert 6ragénekben

Harom rovid és négy hosszu periddust mutansrél a genetikai térképezés és jellemzés
kezdeti fazisaban kiderdlt, hogy a mutaciok mar ismert Gragéneket érintenek. A 3
rovid periddust mutans a TOCL, ELF3 és Gl gének, mig a 4 hosszu periédusu mutans
a ZTL gén Uj mutans alléljeit reprezentélja.

A TOC1 gén esetében a kddold régid 5° végéhez kozeli mutacid korai
transzlacio-terminaciot okoz. TOC1 ellenanyag hidnyaban nem tudtuk ellenérizni,
hogy a prediktélt csonka fehérje kifejezodik-e, de a fenotipus erdéssége (aritmidba
atmend rovid periodus) arra utal, hogy az altalunk izolalt tocl allél (toc1-10) funkcio
vesztéses mutansnak tekintheté. A mutans vonal jelentésége abban all, hogy
lehetéségunk nyilt olyan tobbszords cirkadian null mutansok létrehozasara és
vizsgalatara, amelyekbdl tobbek kozott a TOCL funkcid is teljesen hianyzik. Erre
korabban nem volt lehet6ségiink, mivel az altalunk hasznalt Arabidopsis dkotipusban
(Wassilevskija) még nem izolaltak tocl null mutanst.

Az ELF3 génben azonositott mutacio aminosav cserét okoz a feherje N
terminalis részén. Akarcsak az elsékent leirt elf3 mutans (elf = early flowering),
valamennyi edig ismert elf3 allél hasonl6 fenotipusokat mutatott: korai viragzas,
aritmia alland6 fényben, a hipokotil megnyulas gatlasanak hypo-érzékenysége voros
fényre (az allando fényben nevelt elf3 mutans ndvenyek hipokotilja jelentésen
hosszabb, mint a vad tipusi novényeké). Az altalunk izolalt elf3 mutans ezzel
szemben extrém késén virdgzik, allandé fényben nem aritmids, hanem révid
periédushossz fenotipust mutat viszont hipokotil novekedése épp olyan kevéssé
érzékeny voros fenyre, mint a korabban ismert elf3 alléleké. Ezek a megfigyelések
arra utalnak, hogy az elf3 mutansok viragzas fenotipusa nem a cirkadian rendszer
defektjének kovetkezménye (mint az eddig elfogadott volt). A mutans tovabbi
részletes vizsgalatat Dr. Seth J. Davis (Max-Planck Institute, KdIn) csoportjaval
egyuttmikodésben végezzik.

A GI génben azonositott mutécid a transzlacidé korai terminaciojat okozza.
Mivel a muténs fenotipusa gyakorlatilag megegyezik a gi-11 (gi null muténs a
Wassilevskija 6kotipusbol) allél fenotipusaval, tovabbi jellemzésére nem forditottunk

munkat és idot.



A ZTL fehérje a cirkadian ritmusok periédushosszanak fontos regulatora.
Molekularis funkcidja a TOCL1 fehérje iranyitott degradacioja az E3-ubiquitin ligaz /
26S proteoszoma rendszeren keresztiil. A fehérje 3 jol elkllonitheté doménbél épil
fel: PAS domén, a szubsztrat (TOC1) kotésért felelés; F-box domén, az E3 ligaz
komplexhez valo kapcsolodast teszi lehetévé; Kelch domén, amelynek pontos
funkcioja még ismeretlen, de val6szintleg fontos szerepet jatszik a fehérje aktiv
térszerkezetének kialakitasaban és megtartasaban. A szakirodalomban kdzolt ztl
muténsok mind a Kelch doménben hordoztdk a mutéciét. Az altalunk izolalt allélek
kozul 3 szintén Kelch mutans, egy viszont az F-box domeénben sérilt. A ztl allélek
tovabbi vizsgalatat Prof. Andrew J. Millar (University of Edinburgh) csoportjaval
egyuttmiikddve folytatjuk. A Millar laboratérium szintén szamos Uj ztl allélt izolalt a
kdzelmultban, koztik egy PAS domén mutaciot is. Ezek az allélek elészor nyujtottak
lehetéséget a ZTL fehérje egyes doménjainak funkciondlis vizsgalatara. Tobbek
kozott kimutattuk, hogy a ZTL fehérjének a cirkadian rendszerben, ill. a
fotomorfogenezis (fényfliggé egyedfejlodés) szabalyozasaban betdltott funkcidja a
fehérje kuldnb6zé részeihez kdtheto.

Azonositasra varo uj éragének

Az RS24 (révid periédus) és az RS59 mutéaciok (hosszu periddus) az V.
kromoszéma felsé karjara térképezodtek. Az elézetes szekvencia adatok tanlséaga
szerint a mutansok nem az itt talalhatdé PRR7 dragén Uj alléljeit reprezentaljak. A
finomtérképezés adatai szerint a mutaciok két, egymassal nem atfeds, egyenként
mintegy 50 kbp (RS24) és 75 kbp (RS59) hosszUsagu szakaszon helyezkednek el. Az
RS2 (hosszU periodus) mutécié az V. kromoszoma alsé karjanak mintegy 55 kbp
hosszUsagl szakaszara térképezodott. A régié nem tartalmaz ismert Oragént.
Mindharom mutans esetében megkezdtik a Kkijelolt régiok 06sszehasonlitd
szekvenalasat, amely harom Uj éragén azonositasahoz vezet reményeink szerint.

A Tc450 muténs térképezése soran olyan problémak mertiltek fel, amelyek
nem sikerllt athidalnunk. Az adatok alapjan valdszinii, hogy a Tc450 mutacio
kolcsénhat az Arabidopsis Wassilevskija (Ws) és Columbia (Col) 6kotipusok kozti
természetes periddushossz kulonbseget okozd faktorok valamelyikével. Ez pl. azt
jelenti, hogy a térképezéshez hasznalt szegregalé populaciobol (amely a Ws és Col

Okotipusok keresztezesével jott létre) kivalasztott hosszU periddusu egyedek nem



mindig homozigotak a Tc450 mutécidra. Mindez a térképezés olyan fokd hibajat

okozza, hogy a Tc450 mutanssal végzett munkakat bizonytalan idére felfliggesztettik.

Azonositott Uj 6ragén: LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1 (LIP1)

A legjelentésebb elorelépés a B6 munkanevii rovid periodusd mutans jellemzése es a
mutacio térképezése terén tortént. A B6 mutacié a vizsgalt cirkadian ritmusok
(CAB2::LUC+, CCR2::LUC+, levélmozgas) periddushosszanak rovidiilését okozza
mind folyamatos sotétben, mind folyamatos fényben. A folyamatos fény
hullamhossza (kek, vorés, tavoli voros) nem befolyasolja a fenotipus erésségét, de
magas intenzitdstu fényben a mutans fenotipus nem figyelheté meg. A fény kettds
szerepet jatszik a cirkadian ora mikddésének szabalyozdsdban. Egyrészt, a
periodikusan ismétlédé fény/sotét ciklusok beallitjdk az oszcillator fazisat, valamint
szinkronizaljak a kulénb6z6 sejtekben miikddo oszcillatorokat. Masrészt, szabadon
futd korilmények kozott a fény intenzitasa hatassal van a kialakulé periédushosszra.
NOvények esetében: minél magasabb intenzitasu a besugérzo fény, annél révidebb a
szabadon futd periédushossz. Ha a kilonb6z6 fényerésség mellett mért periédushossz
értékeket abrazoljuk a fényintenzitas logaritmusanak fuggvényében az un. “fluence
rate curve”-t kapjuk (FRC). Az FRC lefutasa a feny-bemeneti elemek megfelel
mukdodésétol fligg, igy a jelenség lehetdséget nyujt az input és a kdzponti oszcillator-
mutansok megkulonboztetésére. Ha a mutacid kozponti elemet érint, a muténs
periédushossz minden fényintenzitas mellett azonos mértékben kulonb6zik a vad
tipusutol (parhuzamos FRC-k). Ha a mutacié fény-bemeneti elemet érint a mutans és
a vad tipust FRC-k nem parhuzamosak, szdget zarnak be.

Ha egy fény-bemeneti mutans esetében a periddushossz fényintenzitas-fliggését
monokromatikus fenyben vesszik fel, meghatarozhatjuk, hogy mely fotoreceptortol
kiinduld jelatviteli at sérilt specifikusan (vorés: PHYB,D,E, tavoli-vords: PHYA,
kék: CRY).

A B6 mutans részletes FRC analizise kimutatta, hogy a mutansban valdjaban a
cirkadian ora peridéduszhossza egy alacsonyabb értéken rogzilt (révid periddus) és
érzéketlenné valt a fényintenzitas valtozasaira. Ezért kapta a mutans a lipl (light
insensitive period 1) nevet. A mutans periodushossza minden fényintenzitson szinte
egyforma és megegyezik a vad tipust novények erds fényben mérheté periddusaval.
Alacsony intenzitdsu fényben viszont a vad tipusi névények periodusa jelentésen

hosszabbodik, ami a rovid periddus fenotipus megjelenéséhez vezet a mutansban. Ezt



megfigyelhetjik vords, tavoli-vords es kek fényben is, ami az el6zéekkel egyiitt
értékelve arra utal, hogy a LIP1 fehérje a fény bemeneti oldal egy olyan negativ
hatasu eleme, amely a kilonb6zé fotoreceptoroktdl érkezé jelatviteli utak
Osszefonddésa utén jatszik szerepet a periddushossz fényfliggésének kialakitasaban.
Ezek az eredmények azt is jelzik, hogy a LIP1 fehérjére valoszintileg nincs szikség
erds fényben a korrekt periodushossz kialakitasahoz..

A mutacié nem érinti az Ora hémérsékletkompenzacids képességét, a mutans
névenyek periddushossza minden vizsgalt homérsékleten kb. 2 éraval révidebb a vad
tipusu névényekénél.

A Kkilénb6z6 ismert dragének kifejezédesenek vizsgalata a lipl mutansban arra utalt,
hogy a LIP1 fehérje a Gl (GIGANTEA) gén kifejez6désének fontos pozitiv regulétora.
A GI gén fényindukalhato, ezért a ndvényi éra jelenlegi modellje alapjan a Gl lehet az
egyik orakomponens, amely révén a fény modulalhatja az oszcillator sebességet
(periodushosszt). Ugyanakkor a lipl fenotipusa nem magyarazhatd teljesen a Gl
csokkent szintti kifejezédesével, ezért tovabbi vizsgalatokra van szikség annak
kideritésére, hogy a jelenleg ismert dGramechanizmus milyen egyéb pontjaihoz
kapcsolhato a LIP1 funkcidja.

A mutacio fenyfliggo egyedfejlédési folyamatokat (pl. sziklevél expanzio, antocian
felhalmozddas) is befolyasol: a mutans novények kevéshé érzékenyek a vords fényre,
mint a vad tipust ndveények. A LIP1 fehérje tehat kett6s szerepet tolt be: résztvesz a
cirkadian ¢ra altal iranyitott ritmusok periddushosszanak kialakitdsdban és a
fotomorfogenezis szabalyzasaban.

A genetikai térképezés eredményeként a mutacié poziciojat egy 40 kbp
hosszUsdgu szakaszra sztkitettik az 5. kromoszoma alsdé karjdn. A szakasz
6sszehasonlitod szekvenaldsa soran egy kb. 2 kbp hosszusagu deléciot fedeztiink fel a
mutansbdl szarmazo DNS mintakban. A delécid egyetlen prediktalt gent érint, amely
egy atipikus Kkis GTP-kots fehérjét koédol. A vad tipusi gén genomi klonjat
homozigota lipl mutans novényekben fejeztettiik ki, ami sikeresen menekitette a
recessziv lipl fenotipust. Ezaltal igazoltuk, hogy valéban a mutans fenotipusért
felelds gént azonositottuk a térképezeés soran.

A feltételezett biokemiai funkcid igazolasara a LIP1 fehérjét bakterialis rendszerben
kifejeztettik, majd in vitro enzimaktivitds meghatérozas révén kimutattuk, hogy a
predikcionak megfeleléen képes GTP kotesere és hidrolizisére. A feherjét ,,csaliként”

alkalmazva egy éleszt6 két-hibrid screen-ben, sikerllt olyan fehérjéket azonositani,



amelyek kolcsonhatasba lepnek a LIP1-gyel. Ezek egyike egy olyan ismert GEF
(guanine exchange factor) tipusu fehérje, amely egy masik kis GTP-koto fehérjéhez is
kapcsolodik és a GDP/GTP cserét (regeneracio) segiti. Mindezek az eredmények arra
utalnak, hogy a LIP1 fehérje valdban kis GTP-koto fehérjeként mikodhet a novényi
sejtekben.

A LIP1 gén konstitutivan fejezédik ki (promoter aktivitds, mRNS felhalmozddas), a
napszaktol vagy a fényviszonyoktol flggetlendl. A fehérje szintjének mérésére és
sejten beltli lokalizacidjanak meghatarozasara transzgenikus novényeket allitottunk
elé, amelyekben a LIP1-YFP (yellow fluorescent protein) fuzids fehérjét fejeztettik
ki. Kimutattuk, hogy a LIP1 fehérje mennyisége sem mutat idobeli vagy fényfliggdé
valtozasokat. A LIP1-YFP fehérje a sejtmagban és a citoplazmaban is detektalhatd
volt fluoreszcens mikroszkdpiaval. Ez az eloszlas nem mutatott jelentés id6- vagy
fényintenzitas-fuggést. A lipl mutans jellegzetes fenotipusa arra utalt, hogy a LIP1
fehérje nem funkciondl erés fényben. A fenti adatok tandsaga szerint ez nem a LIP1
kifejezodésének, a LIP1 fehérje degradacidjanak vagy sejten beliili eloszlasanak a
valtozasaval magyarazhato.

Az eddig leirt novényi orafehérjék strukturalisan és funkciojukat tekintve is igen
sokfélék: MYB-doment hordoz6 transzkripcids faktorok, fehérje degradacidban
résztvevo ,,F-box” fehérje, ,,response-regulator” fehérjék, fény receptor fehérjék. A
LIP1 az els6ként azonositott novényi GTP-koté fehérje, amely szerepet jatszik a

fényfliggo jelatviteli folyamatokban és a cirkadian 6ra mikodésében.

Egyéb eredmények

Az eredeti munkatervben szereplé feladatok MELLETT egy tovabbi projekt
megvaldsitasara is felhasznaltuk a 2005 évi tdmogatast. A PHYTOCHROME
INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) transzkripcios faktornak fontos szerepet
tulajdonitottak a novényi cirkadidn rendszer miikodésében més kutatocsoportok
kordbbi eredményei alapjan. Ezek az eredmények PIF3 antiszenz (csokkentett PIF3
MRNS szint), ill. egy csonka PIF3 fehérjét taltermel6 transzgenikus vonal analizisebél
szarmaztak. Kimutattak, hogy a fény-aktivalt fitokrom B fotoreceptorral kdlcsénhato
PIF3 fehérje kapcsolddik a CCAL d6ragén promoteréhez és serkenti annak miikddéset,
igy szerepet jatszhat az un. fény input folyamatokban. Kimutattdk tovabbéa, hogy a
PIF3 kolcsonhat a TOC1 odrafehérjével, amely fényt6l fiiggetlendl pozitivan

szabalyozza a CCA1 gén mikodését, igy a PIF3 fontos lehet a kozponti oszcillator



mukodésében is. Ezzel szemben csoportunk eredményei, amelyek egy PIF3
nullmutans es a teljes hosszusagu PIF3 fehérjét taltermel6 transzgenikus vonalak
vizsgalatdbol szarmaznak, igazoltdk, hogy a PIF3 nem jatszik szerepet a novényi
cirkadian rendszerben. Kimutattuk, hogy a PIF3 val6jaban nincs hatassal a CCAL gén
kifejezodésére. Ennek megfelelnek funkcionalis tesztjeink eredményei, amelyek
szerint a PIF3 hianya vagy taltermelése nem valtoztatja meg a ora fényérzékenysegét
(fény input), amit a cirkadian 6ra fazisanak bedllithatdsagaval meértiink. Tobb
killénbdzo, cirkadian szabalyozott gén (CAB2, CCR2, CCA1l) kifejez6dését
megvizsgalva megallapitottuk, hogy a PIF3 hianya vagy tultermelése nincs hatassal a

ritmusok periodushosszéara, vagyis a kdzponti oszcillator miikodésére.



