


KIS GTP-KOTO FEHERJE SZEREPE
A NOVENYI CIRKADIAN ORA, STRESSZ-VALASZOK
ES A FENYFUGGO ENDOREDUPLIKACIO SZABALYOZASABAN

Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Terecskei Kata

Témavezeto: Dr. Kozma-Bognar Laszlo

Biologia Doktori Iskola, SZTE TTIK

MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont

2013

Szeged






BEVEZETES

24 oras gyakorisaggal ismétlodé folyamatok szinte minden ¢€lélényben
megfigyelhetoek. Ezek a periodikusan valtozd folyamatok allando kornyezeti
koriilmeények kozott is fennmaradnak napokig vagy akar hetekig, mivel egy
belsd ritmusgenerald rendszer, a cirkadian ora fenntartja Oket. A ritmus a
kornyezetiinkben tapasztalhatd nappal/éjjel ciklushoz kornyezeti jelek
segitsegevel igazodik. A kornyezet fényviszonyaiban bekovetkezd valtozasokat
a novények fotoreceptorok segitségével érzékelik. A voros/tavoli voros fenyt
¢rzékeld fitokromok (PhyA—PhyE) és a kék feényt érzeékeld kriptokromok
(CRY1 ¢és CRY2) szabalyozzak a lathato fényre adott fiziologiai és fejlodesi
valaszok nagy reészét. Ezek a fotoreceptorok fontos szerepet jatszanak a
cirkadian oOra bedllitasdban illetve a nap folyaman zajldé fény/sotét ciklushoz

valo igazitasaban (Devlin ¢€s Kay, 2000).

Az oOra Osszhangja a kiils0 kornyezeti idovel adaptiv elonyt jelent az
¢lélények szamara, segitségével a metabolikus és fiziologiai folyamataikat
megfelelden tudjak idoziteni a nap folyaman. Arabidopsis thaliana novények
eseteben a megfeleloen beallitott cirkadian ora hozzdjarul a klorofilltartalom
novekedéséhez, a fotoszintetikus szén fixalas hatékonyabba tételéhez, ezéltal a
gyorsabb novekedéshez €s nagyobb biomassza termeléséhez is. A vegetativ
novekedés sordn az oOra nemcsak a kiils0 fényjelekre, hanem a
homérsekletvaltozasra €s a stresszre adott valaszokat is szabalyozza. A fény,
hormonalis ¢és stressz szignalizacids folyamatokban résztvevd gének nagy része
cirkadian szabalyozas alatt 4ll (Covington és mtsai, 2008).

A novényi cirkadidan ora harom egymassal Osszefliggd negativ
visszacsatolason alapuld szabalyozd hurokbol épiil fel (McWatters €s Devlin,

2011). A ,kozponti hurkot” a CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1



(CCAL1)/LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) és TIMING OF CAB
EXPRESSION 1 (TOC1) gének alkotjak (Alabadi ¢s mtsai, 2001). A reggel
kifejez6d0 CCAI1/LHY transzkripcios faktorok gatoljak a TOC1l gén
kifejezodését; ¢s forditva, az este kifejez6ddé TOC1 pozitivan szabalyozza a
CCA1/LHY gének transzkripciodjat. Az ,.esti hurkot” a TOCI1 és egy feltételezett
Y faktor alkotja. Az Y funkciojat részben a GIGANTEA tolti be (Locke ¢€s
mtsai, 2005; Zeilinger ¢s mtsai, 2006). Az Y pozitivan szabalyozza a TOC1
gén kifejezddesét, mig a TOCI1 gatolja az Y transzkripciojat, amit a
CCAI1/LHY szintén gatol. A CCAL/LHY transzkripciot a TOC1 egy hipotetikus
faktoron (X) keresztiil serkenti. A ,,reggeli hurkot” a CCA/LHY ¢s PSEUDO
RESPONSE REGULATOR 7/9 (PRR7/9) ¢épitik fel (Makino és mtsai, 2000). A
CCAI1/LHY serkentik a PRR7/9 gének kifejezddését reggel, a PRR7/9 gatoljak
a CCA1/LHY kifejezddesét a nap tovabbi részeben.

A cirkadian ora szerepét a novekedes ¢€s fejlodés szabalyozasdban mi sem
bizonyitja jobban annal, hogy milyen fontos szerepe van a napszakos
valtozasoknak olyan hossz(i tava folyamatokban, mint az egyes szervek

fejlodése €s a szezonalis valtozasok.

A cirkadian 6ranak rendkiviil fontos szerepe van a stressz-valaszok idobeli
szervezesében. A fény ugyan elsddlegesen energiaforras a novények szamara,
de a tal sok fény karos lehet a fényelnyeld rendszerekre és a DNS-re is. A fény
altal okozott karok csokkentése érdekében a novényekben mar a napfelkelte
elétt megkezdddik a fényvédd molekulak (fenilpropanoidok) képzodéséeért
felelos enzimek geénjeinek kifejezddése (Harmer ¢s mtsai, 2000). Nappal a sok
fény mellett a magas hOmeérséklet €s a szarazsag, valamint a talajvizben oldott
anyagok koncentralodasa miatt a s6 és az ozmotikus stressz okozhat problémat.

A gazcserenyildsok nyitodasat, valamint ioncsatornak és pumpak génjeinek
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kifejez6dését is idoziti az ora ilyenkor. Ejszaka a hideg jelenti a legnagyobb
gondot. Erre felkesziilendd a ndvényekben a. deszaturazok szintje kezd
emelkedni mar naplemente eldtt, a membranok fagyalloképesseget novelve. A
novények a cirkadidn ora kapuzasi folyamata miatt nem azonos mértékben
¢rzékenyek a hidegre ¢s a melegre a nap soran: kimutattdk példaul, hogy a
gyapot novény a hidegre a nap elején €rzékenyebb, a melegre pedig a nap

végén (Rikin és mtsai, 1993).

Az Ora szerepe egy folyamaton beliil is tobbszintli lehet. Kivalo példdja
ennek a viragzas fotoperiodikus szabalyozasa. Az Ora szerepe a stressz
valaszok €s az anyagcsere szabalyozasdban, a csirazdsi keépesseg
befolyasolasdban, a novekedés ¢€s viragzas szabalyozasaban sokkal fontosabb
lehet, mint korabban gondoltuk. Az o6ra altal szabalyozott folyamatok modellje
egyre bonyolultabba és komplexebbé valik, amint 6sszegezni probaljuk a kiilso

kornyezeti jelekre adott parhuzamos valaszokat.

Munkéank soran egy kis GTP-koto feheérjet, a LIGHT INSENSITIVE
PERIOD 1-et (LIP1) vizsgaltuk. A LIP1 szerepet jatszik a cirkadian ora ¢€s a
fotomorfogenikus  folyamatok  szabdlyozasdban, az endoreduplikécio
befolyasolasdban ¢€s bizonyos stressz folyamatokban is. A LIP1 negativ
szerepet tolt be a cirkadian ora periddusanak szabalyozasaban ¢s fényintenzitas
fiiggd mdodon képes szabalyozni azt. A mutansban a kek és voros fényre adott
fotomorfogenikus valaszok is megvaltoznak. A LIP1 szerepet jatszik a voros €s
kék feény altali hipokotil megnyulas gatlasaban, azonban a tavoli-voros fény
altal szabalyozott folyamatban nincs szerepe. A lipl mutans névények szik
alatti szara rovidebb, mint a vad tipusé olyan nagy intenzitast voros ¢€s kek
fényben 1s, ahol a cirkadian fenotipus mar nem figyelhet6 meg. A LIP1

nagyfokl hasonldsagot mutat a kis GTP-kotd fehérjékkel (Vernoud €s mtsai,
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2003). A LIP1 fehérjeben tobb olyan motivum is talalhato, ami a klasszikus kis
GTP-koto fehérjékre nem jellemzO és tobb konzervalt aminosavban is
eltéréseket mutat. A LIP1 a ndvényi kis GTP-azok egy 0j és még nem teljesen
jellemzett alcsaladjaba tartozik. Jelenleg az egyetlen kis GTP-ko6td fehérje, ami
funkciondlisan kapcsolatba hozhaté a cirkadian ora szabalyozasaval. A
cirkadian ora részletes tanulmanyozasa soran egyre tobb orakomponensrol €s
ora kapcsolt elemrdl deriil ki, hogy pleiotrop funkciokkal rendelkeznek, ¢és

fontos szerepiik van a sejtek legkiilonbozobb folyamatainak szabalyozasaban.

CELKITUZESEK
A laboratériumunkban azonositott LIP1 fehérje
e az elso kis GTP-4z, ami kapcsolatba hozhato a cirkadian oraval,
e re¢szt vesz a fotomorfogenikus folyamatok szabalyozasaban,
e valamint megtalalhat6 a sejtmagban ¢€s a citoplazméban egyarant.
A kozelmultban végzett vizsgalatok soran megallapitottuk, hogy a lipl

mutans novények érzékenyek sO stresszre, valamint hogy szikleveliik

bdrszoveti sejtjei rendellenes morfologiat mutatnak.
Munkank soran az alabbi kérdések megvalaszolasahoz végeztiink kisérleteket,
e mely orakomponenseken keresztiil szabalyozza a LIP1 a cirkadian ora
mukodéseét,
e mely fotoreceptorokon keresztiil vesz részt a fotomorfogenezisben,
e mi a szerepe a stressz-valaszok kialakitasaban,

crecrs

e mi okozza a bOérszoveti sejtek morfologidjanak elvaltozasat, tovabba hogy



e a LIP1 sejten beliili elhelyezkedésének van-e szerepe ezen funkcidk

ellatasaban.

ALKALMAZOTT MODSZEREK
e Molekularis klénozasi technikak

e Arabidospis thaliana novények nevelése steril és iliveghazi koriilmények

kozott
e Transzgenikus novények eldallitasa
e In vivo luciferaz enzimaktivitas-meghatarozas csiranovényekben
e Cirkadian ritmusok periddushossz-mérése BRASS szoftver alkalmazasaval
e Novényi genomialis DNS tisztitas
e NoOveényi 0ssz-RNS tisztitas
e Kvantitativ valos idejii PCR
e NoOvényi 0ssz fehérje tisztitas, Westernblot analizis
e Aramlasi citometria

e Fény, fluoreszcens, konfokalis 1€zer, €s pasztazo elektronmikroszkopia



AZ ELERT EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A lipl mutans novényekben csirandvény stadiumban fényfliggd modon
megvaltozik a borszoveti sejtek alakja és mérete. A fényen nevelt lipl-1 és
lipl-2 mutans csirandvények borszoveti sejtjeinek alakja jellegzetes mddon
eltér a vad tipusétol, nem alakul ki a vad tipusra jellemz0, karéjos sejtalak.
Etiolalt ndvények esetében kiilonbség nem figyelhetd meg. A lipl mutans
csirandovények szikleveleben a kromatintartalom megnd fehér, voros €s kek
fenyben, sotétben azonban nem. Ez arra utal, hogy az endoreduplikacié fény
altal szabalyozott formaja szenved zavart a lipl mutansban. Kifejlett lipl
mutans novényben a sejtalak ¢s a ploidia fenotipus nem figyelhet6 meg.
Hipokotil ¢€s teljes novény tartalmi mintakat is vizsgaltunk az o6rokitdanyag
mennyiségeét tekintve. A ploidia mintazat ezekben a mintidkban nagyon
hasonlitott a sziklevél esetében tapasztaltra, ami arra utal, hogy a LIP1 altal

okozott endoreduplikacios valtozas nem szovet specifikus.

lipl ¢és fotoreceptor tobbszords mutansokat hoztunk Iétre és mértiik a DNS
tartalmat a csirandovényekben. A voros €s kék fény altal szabalyozott ploidia
mintazat genetikai analizise a fitokrom B ¢és a kriptokrom 1-2 episztatikus
hatasat mutatta ki a LIP1 felett. Ezek szerint a LIP1 a fitokrom B ¢€s a
kriptokrom 1-2 altal szabalyozott utvonalakon keresztiil vesz részt az

endoreduplikdcid voros €s kek fény-altali gatlasaban.

lipl-1 mutans novényekben a hipokotil hossza vorés és kék fényben
megvaltozik, a tavoli voros fény filiggd jelatviteli Gt azonban érintetlen. A lipl
¢s fotoreceptor tObbszorés mutdnsokat vizsgalva kimutattuk, hogy a lipl
mutans vOoros fényben tapasztalhaté fotomorfogenikus fenotipusa részben a

fitokrom B-t4l, valamint kék fényben a kriptokrom fotoreceptoroktdl fiigg.



A magasabb ploidia szinttel rendelkezd sejtek altalaban nagyobbak vagy
megnyultabbak a normal kromatin mennyiséggel rendelkez6 sejtekhez képest.
Ezért az endoreduplikacionak feltehetdleg szerepe van a szik alatti szar
megnyulasaban. A lipl mutansok szik alatti szara rovidebb, mint a vad tipusé
folyamatos voros, illetve kék fényben. Ez arra utal, hogy a fotomorfogenikus
fenotipust nem az endoreduplikaci6d gatlasanak megsziinése okozza. Mindkét
fenotipus megfigyelhetd vords €s keék feényben, de tavoli vordsben nem,
valamint mindkét fenotipus fligg a fitokrom B-t6l €s a kriptokrom 1-2-t6l
egyarant. EbblOl arra kovetkeztethetiink, hogy a LIP1 a fitokrom B ¢€s
kriptokrom 1-2 altal szabalyozott jelatviteli utvonal egy olyan k6z0s pontjan
helyezkedik el, ahol még a hipokotil megnyulasaért €s az endoreduplikacidért

felelds utvonalak nem valtak szét.

A lipl mutans novények rosszabbul fejlddnek magas NaCl tartalmu
taptalajon, mint a vad tipusi novények. A csirazasi képesség €s a gyokeér
novekedése 1s zavart szenved. A csirdzasi képességet vizsgaltuk fény/sotét
cikluson és folyamatos sotétben nevelt novényekben is. A lipl-2 mutansok
mindkét esetben érzékenyebbek voltak a vad tipusnal a tapkoézeg magas

fényfliggd zavar kovetkezménye (mint példaul a ploidia szint valtozasagé).

Az ozomotikus stressz korai stresszvalasz gének indukcidjahoz vezet,
ilyenek az RD29A (RESPONSIVE TO DESICCATION 29A), RD29B ¢s a
RAB18 (RESPONSIVE TO ABA 18). Az ionikus stressz (emelkedett Na"
koncentracio a sejten beliil) pedig az SOS2 (SALT OVERLY SENSITIVE 2)
indukcidjat idézi eld, ami egy Na'/H" antiporter, az SOS1 aktivatora (Batelli és
mtsai, 2007). A lipl mutansban ozmotikus stressz hatasara az ABA fiiggo és

fliggetlen gének indukcids kinetikaja a vad tipuséhoz hasonld, ez alapjan



feltételezhetd, hogy a LIP1 hidnydban nem a stressz érzékelése, a
szignalizacios kaszkad vagy a jelatviteli utak transzkripcidjanak aktivalasa
séril. A lipl mutans novények fokozott érzékenységet mutatnak tovabbi
ionikus (Cs*, K', Li*") és ozmotikus stresszre, valamint a hOémérséklet

stresszre 1s.

A soérzekeny fenotipus nem hozhatd kapcsolatba az endoreduplikacioban
bekovetkez0 valtozasokkal, mivel a mutans novények olyan korilmények
kozott is érzékenyek sora (folyamatos sotétben), ahol a ploidia fenotipus nem
ervenyesil. A sO stressz nem befolyasolta a cirkadian 6ra LIP1 hianyaban

tapasztalhatd megvaltozott mikodését sem.

A cirkadian 6ra nem megfeleldé miikodése,vagyis a periddus rovidiilése
sotétben nevelt lipl mutans novényekben is megfigyelhetd (Kevei és mtsai,
2007). Ilyen korilmények kozott a ploidia szint nem kiilonbozik lipl és vad
tipust novenyekben. Tovabba, a soérzékenyseg, a fotomorfogenikus fenotipus
¢s a ploidia szambeli valtozas olyan koriilmények kozott 1s megfigyelhetd, ahol
a mutansnak nincs cirkadian fenotipusa (példaul erds feher fényben) (Kevei ¢€s
mtsai, 2007). Ezek a tények arra utalnak, hogy a lipl mutansokban a cirkadian
ora megvaltozott miikodése nem a stressz, a ploidia vagy a fotomorfogenikus

fenotipus kovetkezmenye.

A LIP1 fehérje a citoplazmaban €s a sejmagban egyarant jelen van.
Felmeriilt a kérdes, hogy a fent emlitett pleiotrop fenotipusok kothetdek-e a
feherje sejten beliili elhelyezkedéshez, ezért olyan novényeket allitottunk elo,
amelyek a lipl-2 mutans hattérben YFP-LIP1 fuzios fehérjét fejeznek ki
nuklearis lokalizacios szignallal (NLS) illetve nuklearis export szignallal
(NES) ellatva. A cirkadian fenotipus helyreallithatdo LIP1-YFP ¢és LIP1-YFP-
NLS fuzios fehérjekkel, azonban LIP1-YFP-NES fuzids fehérjével nem, ami



arra utal, hogy a cirkadian funkci6 betoltéséhez a LIP1 feheérjének a sejtmagban

egy kritikus mennyiseég felett kell jelen lennie.

A tobbi fenotipus (sejtalak, ploidia, hipokotil, stressz) egyarant
komplementalhatdé volt mindharom fuzids fehérjével. Ezekben az esetekben

nem jelenthetd ki egyértelmiien, hogy mely sejtalkotohoz kothetd a funkcid.

A LIP1 fontos szerepet tolt be kedvezdtlen korilmeények kozott a csirazas
szabalyozasaban, alacsony fényintenzitas mellett a cirkadian o6ra beallitasaban,
alapjan a LIP1 a csiranovények fejlodésének fontos regulatora. Azonban kizart,
hogy a LIP1 0Osszes funkcidja a csirandvény allapotra korlatozodna, mivel
kifejezOdeése a legtobb szervben kimutathatdo idosebb novényben is. Kifejlett
lipl mutans novényben a sejtalak és a ploidia fenotipus nem figyelhetd meg,
ami vagy a fejlédes soran eltér6 modon szabalyozott €s funkcionalisan a LIP1-
gyel redundans feheérjék jelenlétével magyardzhatd, vagy pedig a fejlodés
kiilonboz6 stadiumaiban jelenlevd eltérd kolesonhato partnerekkel. Azoknak a
LIP1-gyel konformacio-fiiggd modon kolcsonhatd fehérjéknek az azonositasa,
melyek a LIP1 aktivitasat szabalyozzak, vagy ¢&ppen a LIP1 altal
szabalyozddnak, kulcsfontossagti lehet a LIP1 kiilonb6z6 szignalizacids
utakban betoltott szerepének a megismeréséhez.

RNS szinten a CCAl és TOC1 esetében a maximalis kifejezédésében
csOkkenést tapasztaltunk fény/sotét cikluson nevelt novényekben. A
kifejez6dés mintdzata nem valtozott szamottevéen a Gl és a PRR9 gének
esetében a mutansban a vad tipushoz képest. A lipl mutacio a fenntiek alapjan
negativ hatassal lehet a TOC1 transzkripcidjara, ami viszont a CCAl
transzkripciot serkentené, ez magyarazza, hogy a lipl-2 mutansban mindkettd

csokkent kifejezodést mutat.



Az o6ragének mutaciojat (CCAL, GI, TOC1, PRR9, PRR5) a lipl mutacioval
kombinalva sikeriilt kimutatnunk, hogy a LIP1 és a cirkadian ora kozott az
0sszekotd elem a GI o6rakomponens. A GI episztatikus hatdsa nemcsak a
cirkadian fenotipus esetében érvényesiil, megfigyelhetd a soérzékeny ¢és a

fotomorfogenikus fenotipusok esetében is.

A GI-rol nemrégiben mutattak ki, hogy szerepet jatszik a soOstressz-
tolerancia kialakitasaban (Kim ¢és mtsai, 2013). A vizsgalt gi-1 allélt hordozo
mutans toleransnak bizonyult soval szemben. A GI képes komplexet képezni
az SOS2-vel, ami az SOS utvonal egyik komponense, és n¢lkiilozhetetlen a
citoplazma megfeleld 1on-koncentracidinak fenntartdsdhoz és a sostressz
toleralasdhoz (Zhu, 2002). A komplex gatolja az SOS2 aktivitasat
stresszmentes koriilmények kozott, azonban sostressz hatasara az SOS2
felszabadul és aktivalja az SOS1 Na'/H' antiportert (Kim és mtsai, 2013).
Eredményeik alapjan érdemes lenne megvizsgalni, hogy fehérje szinten a
LIP1-nek van-e hatasa az SOS rendszer komponenseire, esetleg befolyasolja-e
a GI-SOS2 komplex kialakulasat. Mi az SOS2-t transzkripcids szinten
vizsgaltuk lipl mutansban és nem tapasztaltunk valtozast LIP1 hianyaban.

A LIPI nem transzkripcio szintjén van hatassal a Gl-re. A GI pozitivan
szabalyozza a TOC1 transzkripcidjat, ami szintén pozitiv hatassal van a CCA1l
transzkripciora. Ezért feltételezhetd, hogy a lipl mutansban tapasztalt CCAL és
TOC1 mRNS szint csokkenes a LIP1 és GI kolcsonhatasanak kovetkezménye.
A ccal és a tocl mutansok egyarant rovid periodust mutatnak (Alabadi és
mtsai, 2002; Somers és mtsai, 1998). Ezek alapjan a lipl mutansban tapasztalt
rovid periodus lehetséges, hogy a csokkent CCAl ¢és TOC1l szint
kovetkezménye, bar ennek ellentmond a CCA1 és LIP1 vagy TOC1 ¢s LIP1

gének kozti episztatikus kolcsonhatas hianya.
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