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(A) Az elért eredmények az eredeti kutatasi terv f6 célkitlizéseinek megfelelGen csoportositva

Al. A névényi cirkadian oszcillator komponenseinek a beallito fénypulzusokra adott molekuldris
szint(i valaszai

A kisérletek soran féként azokat az érakomponenseket (éragéneket) vizsgaltuk a kifejez6dés
kiilonboz6 szintjein, amelyek fényindukalt transzkripcidjuk miatt feltételezhetGen kapcsolatban
hozhatok a 6ra bedllitdsaval (CCAL, LHY, GI, PRR9). Vad tipust és Oramutans Arabidopsis
novényekben a ritmikusan kifejez6d6 CCR2:LUC marker segitségével vizsgaltuk az o6ra
beallithatésagat (voros fény pulzusokra adott faziscsUszasokat meértlink sotétben tartott
novényekben). A ccal, lhy és gi mutansokban a szubjektiv éjszaka soran mérhetd faziscsiszasok
mértéke n6tt, mig a prr9 mutdnsban a szubjektiv nappal sordn mérhet6 pozitiv faziscstszasok
meértéke rendkivili mértékben csokkent. Az adatok arra utalnak, hogy a CCAL, LHY és Gl fehérjék
a bedllitds negativ faktorai és f6képp a szubjektiv éjszaka soran fejtik ki hatasukat. A PRR9 a
beallitas pozitiv szabalyzoja és elengedhetetlendl fontos a pozitiv faziscsiszasok kialakitasaban.
A fenti kisérletekkel parhuzamosan és azokkal egyezd korilmények mellett vizsgaltuk a CCAL,
LHY, GI és PRR9 gének indukéalhatosagat (mRNS-szintl indukcid) vad tipusu ndvényekben.
Kimutattuk, hogy a CCA1, LHY és Gl gének a szubjektiv éjszaka, mig a PRR9 a szubjektiv nappal
soran indukalhaté a legnagyobb mértékben vords fény pulzusokkal. A két kisérlet-sorozat
eredménye kozvetett modon arra utal, hogy az éjszaka soran kivalthato negativ faziscsiszasok
kialakulasdhoz a CCAL, LHY és Gl gének egyuttes indukcidja sziikséges, mig a szubjektiv nappal
soran tapasztalhato pozitiv fazisvaltozas a PRR9 gén indukcidjan keresztiil valésulhat meg.

A kutatasi tervnek megfelelGen Iétrehoztuk azokat a transzgenikus névényeket, amelyekben a
fenti 6ragéneket a sajat promaterik iranyitasa alatt és a LUC, rLUC vagy YFP riportergénekkel
fazidban fejeztettik ki a megfelel6 éramutdns hattérben (pl. CCAL:CCA1-rLUC ccal mutans
hattérben). Valamennyi oragén esetében sikerilt tobb olyan flggetlen transzgenikus vonalat
elGdllitani, amelyekben a kifejeztetett fuzids drafehérjék helyredllitottak a vad tipusu fenotipust.
Ezek a vonalakat hasznaltuk fel (ismét a fenti kisérletekkel egyez6 korilmények kdzott) annak a
meghatarozasara, hogy a faziscslszast okoz6 fénypulzusok milyen hatast gyakorolnak az egyes
orafehérjék transzlacidjara (LUC fuziok, in Vvivo lumineszcencia-mérés),
felhalmozddasara/szintjére (rLUC fuziok, in vitro enzimaktivitds-mérées) és sejten beluli
eloszlasara (YFP fziok, fluoreszcens mikroszkdpia). Megéllapitottuk, hogy bar az alkalmazott
fénypulzus &tmeneti emelkedést okoz a vizsgalt fehérjék szintézisének sebességében és a
fehérjék mennyiségében is, de ezek a valtozdsok mindig hiien kovetik a traszkripcid szintjén
mért valtozasokat. Adataink alapjan a transzlacié emelkedése 1-2 6raval, mig a fehérjeszint
emelkedése 2-4 oOraval koveti a transzkripcié indukcidjat.  Kimutattuk tovabbd, hogy a
fénypulzusok nem befolydsoljdk a vizsgalt drafehérjék sejten bellli eloszlasat, vagyis a
citoplazméban és a magban talalhaté fehérjék mennyiségének arényat. A vizsgélt érafehérjék az
irodalmi adatoknak megfelel6en tdlnyomérészt a sejtmagban helyezkedtek el, a
fénykezelésektdl fiiggetlentul. Mindezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
novényi dra fény(pulzusok) altali beadllitasanak elsGdleges l1épése bizonyos drakomponenseket
kdédold gének transzkripcidjanak indukcidja.

Ezt meger@sitendd, 1étrehoztunk egy olyan tranziens indukcids rendszert, amely segitségével
egyedi gének transzkripcidja indukalhatd a természetes fényindukciéhoz hasonl6 kinetikéaval. A
génexpresszio-indukcids rendszer a kutatasi tervben részletezett modon épllt fel. Lényege,
hogy, hogy tavoli-vords pulzusokkal a CCA1, Gl vagy PRRI gének transzkripciojat indukaljuk ugy,
hogy mindekdzben valamennyi egyéb életfolyamat vagy génmikodés “vak” erre a bizonyos
fénykezelésre. Bar hosszas optimalizalas utdn a rendszer segitségével csak mintegy harom-
Otszoros indukciodt tudtunk elérni, szemben a “normalis” 15-40-szeres indukcidéval, a kisérletek
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hasznos és megerdsité adatokat szolgaltattak. Abban az esetben, ha az 6ragéneket abban az
id6szakban indukaltuk, mikor azok vad tipusu névényekben a legjobban indukélhatdk (CCA1, GI:
szubjektiv éjszaka, PRR9: szubjektiv nappal) akkor az indukalt géntél fuggben kaptunk negativ
(CCA1, GI) vagy pozitiv faziscsuszast. Megjegyzend6 azonban, hogy a faziscstiszasok mértéke
jelentésen kisebb volt a természetes fénypulzus altal okozott fazisvaltozasoknal. Ezek az adatok
egyértelmlen tamogatjak kovetkeztetésiinket, mely szerint az éra fény dltali beallitdsanak
elsédleges mechanizmusa a fényérzékeny Oragének transzkripcids aktivalasa. A fenti
eredményeket bemutato kézirat elkészitéséhez elsGsorban azokat a rendkiviil komplex és elsé
latasra ellentmondasosnak t(inG eredményeket kell még értelmezniink, amelyeket akkor
kaptunk, mikor az egyes dragéneket olyan iddszakban indukaltuk, amikor azok természetes
esetben egyébként nem indukalhatdk.

A2. Az UV-B fény szerepe a ndvényi cirkadian dra beallitdsaban.

Els6ként sikerllt kimutatnunk, hogy az UV-B fény a lathatd fényhez hasonldan hatésos az 6ra
beallitasdban. Az 6ra bedllithatdsagat megvizsgéltuk olyan UV-B jelatviteli mutansokban,
amelyekben az UV-B vélaszok mindegyike (uvr8), vagy nagy része (hy5 hyh) sértlt. Az uvr8
mutansban egyetlen gén miikddése (beleértve a fentebb emlitett oragéneket is) sem
indukalhaté UV-B-vel. A hy5 hyh mutansban a legtobb gén elveszitette UV-B érzékenységét, de
az oragének (CCAL, LHY, GI, PRR9) a vad tipushoz hasonléan indukalhatdk. Ezzel parhuzamosan
kimutattuk, hogy az éra érzéketlen az UV-B pulzusokkal szemben az uvr8 muténsban, de a
beallithatésdg nem sériilt a hy5 hyh mutansban. Ezek az eredmények igazoljak és megerésitik,
hogy a novényi dra bedllitdsa (az UV-B fény éltal is) elsésorban az éragének transzkripcids
indukcidjan keresztul torténik.

Ezen tulmenden kimutattuk, hogy a cirkadian éra ritmikusan gatolja az arra érzékeny gének UV-
B indukcigjat. A legtobb altalunk vizsgélt gén, amelyek termékei az UV-elnyel6 védépigmentek
termeléséhez szlkségesek, a nappal kezdetén, ill. els6 felében mutat magas szintlii UV-B
indukcidt, mig a szubjektiv éjszaka soran szinte érzéketlenek az UV-B pulzusokra. A megfigyelt
jelenség az ora élettani jelentGségének egy Ujabb fontos bizonyitéka: az UV-protektiv
szinanyagok termel6dését az dra arra a napszakra idéziti, amikor arra leginkabb sziikség van.

A3. A LIP1 fehérje szerepe a névényi 6ra beallitadsaban

Korabbi kisérleteink sorén azonositottuk a lip1 (light insensitive period 1) mutanst, amely a fény
altali beallitas nagyon specialis zavarat mutatta. A szubjektiv éjszaka sorén kivaltott faziskésések
mértéke jelentGsen megnétt a lipl mutansokban. A jelenség megértése céljabol az A1 pontban
ismertetett médon megvizsgaltuk az éragének (CCA1, Gl, PRR9) kifejez6dését és az drafehérjék
eloszlasat a lipl mutdnsban. Az egyetlen jelentds hatas Gl fény altali transzkripcios indukcidjanak
csokkenése volt. Ezek az eredmények egyrészt megerGsitik az el6z6 kisérletekbdl levont
kovetkeztetéseinket (a Gl és annak indukcidja a bedllitds negativ faktora), masrészt bizonyos
szintl magyarazatot ad a LIP1 fehérje beallitasban jatszott szerepére. Mivel a LIP1 egy kis GTP-
kotd fehérje, igy kozvetlen szerepe a Gl transzkripcidé szabdlyozdsaban nem valdszinG. Ezért az
éleszt6 két hibrid rendszer segitségével olyan fehérjéket kerestiink, amelyek kélcsénhatnak a
LIP1 fehérjével és funkcidjuk jobban kothet6 a génkifejez6dés szabdlyozasahoz. Tobbszori
probéalkozés ellenére csak a mér szintén kordbban felfedezett GEF7 (guanin exchange factor 7)
fehérjét azonositottuk. E fehérje valdszinlleg a LIP1 kis GTP-k6t6 fehérje aktivitasat szabalyozza
a GDP-GTP nukleotid csere serkentése révén. A LIP1-GEF7 kolcsonhatast ko-
immunoprecipitaciéval is alatdmasztottuk. Sikerult beszereznliink egy T-DNS inszercids
(null)muténs vonalat, amelyben a GEF7 gén nem fejezédik ki. A mutdns azonban nem mutatott
lipl-re jellemz& fenotipusokat, amelyek elvarhatok lennének akkor, ha a GEF7 valdban
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szabélyozna a LIP1 aktivitasat. Ez jelentheti azt, hogy a LIP1 ismert funkciéi nem igénylik a
fehérje GTP4z aktivitasat, de az is elképzelhetd, hogy a GEF7 nem regulatora, hanem célpontja a
LIP1 GTP&znak. Ez utdébbira szamos irodalmi adatot talaltunk. Mindezek alapjan a lipl
muténsokat Ujabb és részletesebb jellemzésnek vetettiik al4, amely munkank a LIP1 fehérje
Ujabb érdekes funkcioit tarta fel (Iasd B3).

(B) Egyéb, a projekt megvaldsitasa soran elért jelentés eredmények

Az eredeti kutatasi tervben vazolt munka sorén tébb alkalommal is olyan felfedezések birtok&ba
jutottunk, amelyek kibontésa, értelmezése szakmailag indokolt volt. Ezen eredmények kozl
azokat mutatjuk itt be, amelyek elérésében csoportunknak meghataroz6 szerepe volt.
Hangsulyozand6, hogy ezek a kutatdsi irdnyok teljes mértékben kapcsolédnak a pélyazat
témajadhoz és az e terilileten végzett munka nem hétréltatta az eredeti kutatsi tervben
megfogalmazott célok elérését (amit az el6z6 szekcid tartalma is igazol).

Bl. A fitokrém A (PHYA) és fitokrém B (PHYB) fotoreceptorok egyes doménjeinek szerepe a
fényfliggd bedllitdsban.

A PHYA és PHYB fotoreceptorok kiilonb6z6 delécids variansait fejeztettiik ki phya és phyb
muténsokban, majd a komplementald vonalakban vizsgaltuk az éra fény altali beallithatosagat.
Kimutattuk, hogy a PHYA C-termindlis része alapvetGen sziikséges a fényjelek tovabbitasahoz,
mig a molekula N-termindlis része (PHYA-N) a receptor fényindukalt sejtmagi importjahoz
elengedhetetlen. Adataink alapjan a PHYA-N egy bioldgiai funkcié nélkili, de fény-szabalyozott
sejtmagi belépésre képes fehérjének tekinthet6. Ezt a PHYA varianst hasznaltuk fel az 0]
indukalhatd génexpresszios rendszer épitéséhez (Al). A PHYB receptor N-termindlis szakaszan
azonositottuk azt a mindossze 40 aminosavbdl allé szakaszt, amely a vords fényjeleknek az ora
iranyaba torténd tovabbitasahoz sziikséges. A PHYB C-terminalis szakasza a receptor fényfliggd
sejtmagi importjahoz sziikséges. Kimutattuk tovabbad, hogy a voros fényt elnyel6 PHYB receptor
aktiv formaja képes gatolni a kriptokrém fotoreceptoroktdl kiinduld és az 6rat szabalyoz6 kék
fény jelatvitelt. A két kiilonbozé fény jelatviteli rendszer funkcionalis kélcsénhatasahoz a PHYB
C-terminélis doménje sziikséges.

B2. Szintetikus bioldgiai éra épitése élesztében

Prof. Andrew Millar csoportjaval (University of Edinburgh) egyittm(ikodve megkezdtik egy
olyan mesterséges genetikai oszcillator épitését élesztGben, amelynek fazisa kiilsé jelekkel (fény)
befolyasolhatd. A mesterséges oszcillator olyan szintetikus gének m(ikédésén alapul, amelyek
géntermékei kolcsondsen (pozitivan vagy negativan) szabalyozzdk egymas génjeinek
kifejez6dését az eukaridta cirkadian oszcillatorok muikédési alapelvének megfelelGen. A beallitd
fényjeleket egy, a ndvényi fitokrom A fotoreceptoron alapuld fény-szenzor kozvetiti a két
szintetikus gén transzkripcidjdnak szintjére. A projekt kozvetlenll kapcsolodik kutatési
terviinkhdz, mivel egy mesterséges rendszerben vizsgélhatjuk, hogy milyen hatasa van az egyes
oszcillator-komponensek transzkripcios indukcidjanak az oszcillacio fazisara. ElsG lépésben a
fény-szenzor moduljat készitettik el éleszt6ben. A fény-szenzor valGjdban egy olyan
transzkripciot szabalyoz6 fény-kapcsoldként mikodik élesztében, amelyet voros vagy tavoli
voros fénnyel lehet be-, ill. kikapcsolni. Ezek alapjan a rendszer a projekt specifikus céljai mellett
szamos egyéb alkalmazast tesz lehetGvé az élesztGsejtekben zajlé génkifejez6dés fény altali
manipulaldsat illetéen. A szintetikus rendszer elemeit csoportunk készitette el, mig a rendszer
matematikai modellezése az Edinburgh-i csoport feladata. A rendszer fénybemeneti modulja
mar miikodbéképes, az oszcillator modul finomhangolasa jelenleg zajlik.
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B3. A LIP1 fehérje Ujabb, pleiotrop funkcidinak azonositasa

Kimutattuk, hogy a LIP1 fehérje fontos szerepet jatszik a so-tolerancia kialakitdsasban. A lipl
muténs magvak nem, vagy nagyon rosszul csirdznak olyan sé-koncentracié mellett, ahol a vad
tipusi novények még megfelel6en fejlédnek. Az ozmotikus stressz-valasz kialakitasaban
kulcsszerepet jatszd gének vizsgélatdval kimutattuk, hogy a LIP1 nem ezek transzkripciéjan
keresztil fejti ki hatasat.

Kimutattuk, hogy a fényen nétt lipl muténs ndvények atlagos plodia-szdma magasabb a vad
tipusu ndvényekénél, mig sotétben nevelt névényeknél nem talaltunk ilyen kilonbséget.
Kozismert, hogy bizonyos névényi sejtekben mikodik a sejtciklus egy bizonyos varidnsa, az un.
endoreplikécio. E folyamat révén a sejt DNS tartalma precizen dupldzodik, de mivel sejtosztodas
nem torténik, a folyamat magasabb ploidia szintek (32C, 64C) kialakulasahoz vezet. Az
endoreplikacié folyamatat a fény gatolja, ezért a fényben nétt novények ploidia-szintje
alacsonyabb, mint az etioldlt ndvényeké. A lipl phyb duplamutans létrehozasaval és
vizsgélataval igazoltuk, hogy a LIP1 annak a jelatviteli Utnak az egyik komponense, amelynek
révén a PHYB fotoreceptortol szarmazo fényjelek gatoljak az endoreplikécio folyamatét.
lgazoltuk tovabba, hogy a LIP1 cirkadian funkcidja fliggetlen a sO-tlirésben vagy az
endoreplikécio szabalyozasban betdltdtt funkciditol.

Az eredményeket bemutatd kéziratot a Plant Physiology folydirathoz kildtiik, ahol kedvezé
biralatokat kapott. Jelenleg a kézirat revizidja folyik. Ezzel kapcsolatban szeretnénk kérni azt a
lehetdséget, "hogy a jelentésben foglaltak alapjan sziiletett mindsitést az OTKA kiegészité
eljagrasban késébb mddositsa, figyelembe véve a késébb megjelent k6zleményeket”.

A kézirat cimlapja és absztraktja a beszamol6 utols6 oldalan lathato.

Eredményeinket két nemzetkdzi és harom hazai konferencian mutattuk be négy szobeli és 6t
poszter-prezentacié formajéban.

Az eredményekbdl sziiletett, referdlt nemzetkozi folydiratokban megjelent cikkek listaja az on-
line fellleten kerult rogzitésre.
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The circadian clock-associated small GTPase LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1 affects light-
controlled endoreplication and is required for tolerance to salt stress in Arabidopsis*
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ABSTRACT

Circadian clocks are biochemical timers regulating many physiological and molecular processes
according to the day/night cycles. To achieve this, the autonomous, self-sustaining basic
oscillation produced by mutual cross-regulation of the clock components must be synchronized
to the real time. The small GTPase LIGHT INSENSITIVE PERIOD 1 (LIP1) is a circadian clock-
associated protein that regulates light input to the clock. In the absence of LIP1, the effect of
light on free-running period length is much reduced. Here we show that in addition to negatively
regulating red and blue light-mediated photomorphogenesis, LIP1 is also required for light-
controlled inhibition of endoreplication and tolerance to salt stress. We demonstrate that LIP1
acts downstream of the red light photoreceptor phytochrome B in regulating endoreplication
and photomorphogenesis. Manipulation of the subcellular distribution of LIP1 revealed that the
circadian function of LIP1 requires nuclear localization of the protein. Our data collectively
suggest that LIP1 is a component of several signaling cascades and that its role in the
entrainment of the circadian clock is independent from the other pleiotropic functions. Since
these functions of LIP1 are important for the early stages of development or under conditions
normally experienced by germinating seedlings, we suggest that LIP1 is a significant regulator of
seedling establishment.
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