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1. BEVEZETES

A ndvényi cirkadian 6ra magjat az an. dragének és az altaluk kodolt 6rafehérjék alkotjak,
amelyek 6sszekapcsolddo genetikai hal6zatokat alkotva szabalyozzak 6nmaguk és egymas
kifejezodését. E regulacid eredményeképp alakul ki a kb. 24 h periddussal (cirkadian: circa
dien = kb. egy nap) rendelkezd oszcillacio elsédlegesen az egyes Grakomponensek
mennyiségében. A ritmikus jel megfelelé atviteli rendszereken keresztiil szamos
¢letfolyamat szdmara kolcsondz napi ritmicitast. Az 6ra mikodése révén a kiilonb6zo
folyamatokat arra a napszakra id6ziti, mikor azokra a leginkabb sziikség van. Kisérleti
eredmények bizonyitjdk, hogy az ora altal biztositott idébeli szervezettség elromlasa
jelentésen visszaveti az ¢€lolények, igy a novények fejlodését is. A preciz id6zités
érdekében az oranak a kornyezettel (kiils6é id6) Osszhangban kell mikodnie. A
szinkronizciot (vagy beallitast) a napi periodicitdst mutatd kornyezeti jelek segitik,
amelyek kozll a leghatékonyabb a fény (nappalok-éjszakék valtakozésa). A fény hatésa az
Orara — azaz a bedllitds — az alkalmazott koriilményekt6l fiiggéen eltéré folyamatokban
nyilvdnul meg. Folyamatos fényben az ¢ra szabadonfutd periddushossza forditottan
aranyos a fény intenzitasaval. Mas szavakkal kifejezve, a fény gyorsitja az 6ra miikodését.
Ezt a jelenséget parametrikus beéllitasnak nevezziik. Ha viszont a ndvényeket folyamatos
sOtétben tartjuk és rovid fénypulzusokkal vilagitjuk meg Oket, az eredeti szabadonfutd
ritmus fazisa valtozik meg. A kialakuld faziscsuszas irdnya és nagysaga az alkalmazott
fénykezelés dozisatol és id6pontjatdl fligg. Ezt a jelenséget nem-parametrikus bedllitdsnak
nevezzilk. Természetes korulmények kozott, vagyis a nappalok és éjszakak valtakozésa
soran, e két beallitd mechanizmus ereddjeként valosul meg a szinkronizécio az ora fazisa
(szubjektiv id0) és a kdrnyezet (objektiv id6) kozott.

A fényt specidlis fotoreceptorok abszorbeéljdk, majd a jeleket az drakomponensekhez
tovabbitjak, amelyek megvaltoztatasa révén az ora bedllitsa vegul megtorténik. A pontos
molekularis mechanizmus, vagyis az a folyamat, amelynek soran az 6rakomponensek
fényindukalt modositasa az oszcillacio sebességenek és/vagy fazisdnak megvaltozasahoz
vezet, még nem ismert. Az Ora beallitisa szempontjabol a kék fényt elnyeld kriptokrom és
a Vvoros/tavoli voros fényt abszorbeald fitokrom fotoreceptorok birnak jelentéséggel.
Megjegyzendd, hogy ezek a receptorok nemcsak a cirkadian orat latjak el fény-jelekkel,

hanem szabéalyozzak a fotomorfogenezis (a novények fényfliggd egyedfejlodése) élettani

crcr



A fényen nétt novények egyik legfontosabb fotoreceptora a fitokrom B (PHYB), amely
vOros fény-fliggé modon szabalyozza az orat, a fotomorfogenezis folyamatait €s a viragzas
indukcidjat Arabidopsis-ban. A PHYB kiilonboz6 szabalyozasi folyamatokban betoltott
szerepe miatt a phyB mutansok meglehetésen sokféle fenotipust mutatnak. Folyamatos
vords fényben a cirkadian ritmusok periédusa hosszabb, a vords fénypulzusra adott fazis-
valasz pedig kisebb mértékii a mutans novényekben. A receptor hianyaban kevesebb fény-
jel jut a fotomorfogenezis szabalyoz6 folyamataihoz is, ezért a phyB mutans novenyek
hipokotilja és levélnyele is megnyult. A PHYB gatlo, késleltetd szerepet jatszik a viragzas
indukcidjaban, ezért a phyB mutansok korabban viragoznak, mint a megfelelé vad tipusu
novények.

Munk&nk sordn a PHYB szerepét vizsgaltuk els6dlegesen az oOra szabalyozasa
szempontjabol, de az el6allitott kisérleti anyag vizsgélata Uj informéacidkat szolgaltatott a

receptor fotomorfogenikus és virdgzast szabalyozo funkcibirdl is.



2. IRODALMI ATTEKINTES
2.1. BIOLOGIAI RITMUSOK

A ritmicitds altalanos és véltozatos jelenseég a bioldgiai rendszerekben, amely a
szervezddés kiilonbozo szintjein jelenik meg. Biologiai ritmusnak nevezziik azokat az €16
szervezetekben lejatsz6do folyamatokat, amelyek megjelenésében bizonyos ismétlddés,
periodicitas figyelheté meg.

Ultradian (latinul ultra diem = kevesebb mint egy nap) ritmusoknak nevezzik azokat a
biologiai ritmusokat, amelyekre rovid periddusidejii oszcillacid jellemz6, a megfigyelt
folyamat egy nap alatt tobbszor megismétlédik. Példaul a hipokotil a cirkumnutéacids
mozgas sordn néhany Ora alatt tesz egy kort, némely ionfelvételi folyamat 8-10 éra alatt
ismétlodik. A biokémiai, metabolikus Onfenntartdé oszcillaciok ritmusa igen gyors, egy
ciklus ideje néhany perc (példaul a glikolitikus oszcillator éleszt6ben). Az infradian (infra
diem = tébb mint egy nap) ritmusok periédushossza tobb mint egy nap. Ide sorolhat6 a
féemldsok 25-35 naponként ismétlodd menstruacios ciklusa. A leghosszabb biologiai
ritmusok az un. cirkannualis ritmusok, amelyek éves ismétlédést mutatnak, mint pl. a téli
almot alvo allatok nyugalmi id6szaka. A cirkadian (circa diem = kozel egy nap) ritmusok
periodushossza kozelitdleg 24 o6ra. A Fold tengely koriili forgasanak idejével kozel
megegyez6 periddusu folyamatok és jelenségek rendkiviil altalanosak az élovilagban a
prokariotaktol az eukariotakig.

A ritmicitds héatterében &ll6 Oramechanizmus az utdbbi évtizedben sok részletében
tisztdzodott a molekularis biologia eszkdztardnak felhasznlasaval. A kovetkezékben a
novényi biolégiai 6ra mechanizmusanak fiziologiai és molekularis alapjaiba szeretnék

betekintést nyujtani.

2.1.1. A cirkadian ritmusok jellemzéi

A cirkadian ritmusok jellemz6 vonasait, a tobbi biologiai ritmustdél megkiilonboztetd
jegyeit az alabbi pontokban foglalhatjuk 6ssze (Edmunds, 1988):

1. A cirkadian ritmusok periddushossza megkozelitbleg 24 ora. Ciklikusan valtozo
korulmények kozott (pl. fény/sotét vagy hémérséklet ciklusokon) a peridodushossz
(bizonyos hatarokon beliil) megegyezik a kiilsé ciklus periddushosszaval. Ilyenkor
a kiils6 kornyezet ritmikus valtozasa vezérli az oszcillaciot. Allando koriilmények
kozott azonban (pl. alland6 fény- és homérsékletviszonyok mellett), amikor a

ritmikus folyamat tovabb folytatodik (legalabbis egy ideig), kialakul a cirkadian



ritmusokra jellemz6é sajat periddushossz, amely kozelitéleg, bar soha nem
pontosan 24 6ra. Az ilyen ritmust szabadon fut6 ritmusnak (free running period =
FRP) nevezzik.

Bér a ritmusok endogén karakteriiek, igénylik a kornyezeti szignalt. Ha a szervezet
egy ideig konstans kortilmények kozott van és hianyzik az inditdé kdrnyezeti jel, a
ritmus kifarad, azaz csokken az amplitiddja.

A cirkadian ritmusok valtoz6 kornyezeti tényezdkkel allithatok be. A beallitas
(entrainment) az a folyamat, amelynek soran a belsé ritmus id6zitése (szubjektiv
id6) szinkronba keriil a kiils6 kornyezettel (objektiv id6). A cirkadian szab&lyozas
akkor igazan elény0s a szervezet szdmara, ha a belsd ora éaltal mért idé megfelel a
valos kornyezetben mérhetd idének. A cirkadidn Oréat beallitd legfontosabb
tényez6k a fény/sotét atmenet ill. a meleg/hideg szakaszok periddikus valtakozasa.
Ezeket a szignalokat id6jelzonek (Zeitgeber) nevezziik.

A cirkadian ritmusok allandé kérulmények kozott is fennmaradnak, az adott
ritmusra ill. az adott organizmusra jellemz6é FRP-t mutatva.

Alland6 koriilmények a természetben nem tapasztalhatok, csak laboratériumi
korulmények kozott valosithatok meg. Ugyanakkor a rendszer igen hasznos
eszkdznek bizonyult a cirkadian ritmusok kutatasiban, mivel ilyen korilmények
mellett a kiils6 kornyezeti hatdsok elhanyagolhatok és a ritmus jellegét egyedil
annak belsd torvényszertiségei alakitjak ki. Ilyen egyszertsitett vizsgalati
rendszerben, a szabadon futé ritmusok tanulmanyozasaval kdnnyebben
meggérthetjiik a cirkadian szabalyozasban résztvevo molekularis mechanizmusokat.
A cirkadian ritmusok hémérsékletkompenzaltak, azaz a cirkadidn ritmus
periddushossza nem vagy csak kis mertékben valtozik a kornyezet
homérsékletének bizonyos hatarok kozotti valtozasara. A biokémiai folyamatok
sebességének hémeérsékletfliiggését az Gn. Q10 értékkel jellemezhetjiik, amely
kifejezi, hogy egy adott folyamat sebessége hanyszorosira novekszik, ha a
hémérsékletet 10 "C-kal emeljik. Mig az atlagos biokémiai folyamatok Q10 értéke
altaldban 2-4 kozotti, a cirkadian ritmusok periédushossza csak kis mértékben
valtozik a homérséklet valtozatasaval. Ezt a jelenséget homérséklet-

kompenzacidnak nevezzik.



2.1.2. A cirkadian 6ra

Cirkadidan oranak nevezziik azt a bonyolult belsé idémér6 mechanizmust, amely a
cirkadian ritmusok létrehozéasaban, fenntartasdban és iranyitasaban vesz részt. Mivel
folyamatos fényben vagy sotétben a cirkadian ritmus nem érzékeli kozvetlenul a fény és
sOtét jelenlétét vagy hianyat, egyértelmii, hogy egy belsd, Onfenntartd iranyitonak kell
lennie. A cirkadian 6ra egy molekuléris dra, amelynek elemeit gének és azok termékei
alkotjdk. A cirkadian orak miikodésének alapja egy endogén, Onfenntartd, negativ
visszacsatolas (feedback loop), amelyben pozitivan és negativan hat6 faktorok
(6rafehérjék) kolcsonds, transzkripcids és transzlacios szintli szabalyozasa vesz részt,
amelynek eredményeképpen kialakul a kozelitéleg 24 6ras periddus. Az altalanos modell
szerint a ciklus kezdetén egy pozitiv faktor meginditja a negativ faktorokat kodold gének
atirasat. Ugyanakkor az egyre nagyobb mennyiségben termel6d6 negativ faktorok gatoljak
a pozitiv fatorok aktivald hataséat, vagyis sajat génjuk &tirodasat, ezéltal mennyisegik
csokken, igy a pozitiv elemek aktivalo hatdsa ismét érvényesilhet. A cirkadidn 6rak
miikddésének és a 24 oras periddushossz kialakitdsanak alapvetd feltétele a késleltetés,
amelynek révén az egyes orafehérjék mennyisége csak a megfelel6 oragén indukcidja utan
tobb 6raval éri el a maximumat. Ennek hidnyaban a szabalyozo ciklus joval rovidebb id6
alatt futna korbe, mint egy nap. A késleltetés kialakitasdban bizonyos poszt-transzlacios
mechanizmusok vesznek részt, szabalyozva az Oraelemek aktivitasanak ill.

a4

periddushosszt.

2.1.3. A cirkadian ora altalanos felépitése, 6raelemek és definiciok

A cirkadian ora vazlatos szerkezetét és mitkodését a 2.1. abra szemlélteti (Merrow és
mtsai, 1997, Johnson és mtsai, 1998). Az 6ra harom {6 részbdl épiil fel:

1. Az bemené (input) oldal a szinkronizald jeleket tovébbitja az oszcillator fele,
amelyek koziil a legfontosabbak a fény és a hémérséklet. A fény-jelet specilis
fotoreceptorok érzékelik és bonyolult jelatviteli uton kodzvetitik a hatést az ora
kozpontja felé.

2. A koOzponti oszcillator egy olyan mechanizmus, amely a kiils6 kdrnyezett6l
fuggetlenil képes oszcillacid létrehozésara és fenntartasara. Az oszcillator elemei

(az un. oragének ill. orafehérjék) negativ visszacsatolds Utjan szabalyozzak



onmaguk és egymas kifejez6dését, miikodését. Meg kell emliteni, hogy a
kornyezeti paraméterek periddikus valtoz&sai nem szilkségesek a ritmus
kialakitasdhoz és fenntartdsdhoz, de hatdssal vannak az oszcillacio
periddushosszara, fazisara és amplitudojara.

3. A kimeneti (output) oldal tartalmazza mindazon folyamatokat, amelyekre az
oszcillacioé hatast gyakorol. Itt talalhatok az dra éltal szabalyozott gének, biokemiai
vagy fizioldgiai folyamatok.

] |’|'\1Pl’JT ] KOZPONTI OUTPUT
(FENY, HOMERSEKLET) OSZCILLATOR

ORAGENEK, CIRKADIAN-REGULALT
FOTORECEPTOROK FEHERJEK GENEXPRESSZIO,
FIZIOLOGIAI FOLYAMATOK

2.1 &bra. Az eukaridta cirkadian rendszerek vazlata

Az oszcilldtor ritmusanak fazisat a kornyezeti paraméterek (fény, hémérséklet) periodikus
valtakozésa 4allitja be (input elemek). A koézponti oszcillator miikodési mechanizmusa
onfenntartd negativ visszacsatolason alapul. A pozitiv faktor (PF) indukalja a negativ faktort
(NF) kédold gén atirasat, a fokozatosan emelkedé mennyiségii NF pedig idével gatolja a PF
aktivalé hatésat. igy az NF mennyisége csokkenni kezd, gatld hatasa gyengiil, majd meg is
sziinik, és ezzel egy jabb ciklus veszi kezdetét. Az oszcillator altal ritmikus jel egy tobb dgon
futo jelatviteli lancon keresztiil szabalyozza az output elemek ritmikus miikodését.

Az alabbi kritériumok valamennyi modellszervezet cirkadidn Oréjara &ltaldnosan

jellemzoek:

1. Az ,input” elemek mutacidja megvaltoztatja az 6ra beallithatosagat, érzékenységét a
kornyezeti tényezékre. A bemeneti oldal mutacidja leggyakrabban az Ora
periddushosszaban, amplitudéjdban vagy fazisaban okoz zavart, szélsdséges esetben
aritmiat is okozhat.

2. A kozponti oszcillator oraelemeit érintd mutaciok hatasa megnyilvanulhat aritmidban,
vagy fazis-, amplitudoé-, ill. periédushossz-véltozasban is.

3. Az ,output” elemek nem hatnak vissza az 6réara, igy mutéciojuk csak az adott elem ill.
az altala szabalyozott folyamatok miikodését zavarja. A kimeneti elemek sériilése nem

okoz az 6ra periddushosszaban valtozast.
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A cirkadian ritmusokat szamos paraméterrel jellemzziik, melyeket legegyszeriibben egy
ritmus sematikus dbraja segitségével érthetiink meg (2.2. &bra). A grafikon a ritmikus
folyamat valamely paraméterét abrazolja az id6 fliggvényében és feltiinteti az 6rat jellemzo

fogalmakat is.

maximum

periédushossz

kvantitédlhato ritmikus output

sotét  fény ZT0 zZT2 ZT12 ZT26 ZT 50 (h)

2.2 dbra. A cirkadian ritmusok fontosabb paraméterei.
Az 4bran egy cirkadidn Ora 4ltal szabalyozott gén kifejez8désének mértékét,
pontosabban az adott génrdl atirddott mRNS molekuldk mennyiségét tiintettiik fel az id6
fiiggvényében. A kisérletben alkalmazott fényviszonyokat fekete (sotét) ill. fehér (fény)
savokkal jeloltik. Lathato, hogy a gén kifejezddése minden nap a fény bekapcsolasa
utan kb. 2 éraval éri el a maximumat. A valtakozé sotét/fény koériilmények mellett az
oszcillacié kb. 24 6rés periédust mutat. Ez a ritmus aztan is folytatodik, hogy a
rendszert a vizsgalat harmadik napjatél allando sotétbe helyeztiik, szemléltetve a
cirkadian ritmusok diagnosztikai jellegét. (A fogalmak magyarazata az alabbi
szdvegben talalhatd.)
a. Periddushossznak nevezzilk az ismétléddé ciklusban két Gsszehasonlitasi pont
kozotti, id6ben kifejezheté tavolsagot. A cirkadian ritmusok esetében a
periddushossz kdzel 24 6ra.
b. A fazis kifejezést hasznaljuk a ciklus egyes pontjainak jel6lésére, 6rékban
kifejezve. A legfontosabb fazispontok a maximum és a minimum értékek.
c. A cirkadian ritmus amplitudéja a minimum és a maximum pont kozotti tavolsag
fele. Ez gyakran valtozik, mikdzben a periédus maga valtozatlan marad.
Az amplitudé definicidja a szakirodalomban kétféle. A bioldgidban két mérhet
hatarérték kozotti tavolsag, fizikban a szinuszosan valtoz6 mennyiség maximalis
értéke, tehdt a biologiai definicié szerinti mennyiség Y-ed része. Az Ujabb

szakirodalom egy része a fizikai definicidt hasznalja.
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d. ZT (Zeitgeber time) alatt az 6rat beallitd utolsd kdrnyezeti szignlt értjk,
orakban kifejezve. Ha a kornyezeti bedllito jel a fény, akkor ZT = 0 az az id6pont,
amikor a szervezet az alland6 koriilmények beallta eldtti utolso sotét-fény atmenetet
(utolsé hajnal) érzékelte. A ZT Kkifejezést a laboratériumokban konstans
korulmények kozott végzett kisérletek soran alkalmazzuk, mivel a természetben
nem léteznek allandd kortlmények. Természetes kdrnyezetben az 6ra minden
reggel, a fényszakasz kezdetén ujra bedllitodik, igy ilyenkor a ZT skala csak ZT =
0-t0l ZT = 24-ig tart.

e. Szubjektiv nappalnak (ill. szubjektiv éjszakanak) nevezziik azt az idétartamot,
amely a bels6 ora altal jelzett nappali (ill. éjszakai) szakasznak felel meg, az orat
beallito  ciklusoknak megfelelden, 4allandd koriilmények kozott végzett
kisérletekben. A szubjektiv hajnal tehat a kornyezetben bekovetkezd sotét-fény
atmenet id6pontja, de a kisérletben alkalmazott alland6 fényviszonyok mellett nem

kiseri valos sotét-fény valtozas, csak az oOra altal jelzett hajnali id6pontot jelenti.

2.1.4. Andvényi cirkadian 6ra felépitése

A novényi cirkadian 6ra miikodését eloszor ndvényekben fedezték fel (de Marian, 1729),
azonban a mikodés molekularis mechanizmusarél még néhany évvel ezeldtt is
meglehetdsen kevés adat allt rendelkezésiinkre. Az oszcillator miikodésérél nyert legtobb
informéacié  kékalgdkon (Synechococcus sp.), gombékon (Neurospora crassa),
ecetmuslicdkon (Drosophila melanogaster) és egereken (Mus musculus) végzett
kisérletekb6l szarmazik (Harmer és mtsai, 2001). A ndvenyi cirkadidn szab&lyozas
folyamata legjobban az Arabidopsis thalianaban jellemzett, bar szdmos leirast talalunk a
Pharbitis nil, Kalanchoe és Phaseolus fajok cirkadian ritmusair6l is (Bunning, 1935;
Lumsden és mtsai, 1995; Engelmann és Johnsson, 1998; Borland és mtsai, 1999).

Az aldbbiakban a novényi cirkadian rendszer miikodését mutatom be a klasszikus

6ramodell alapjan felvazolva.

2.1.4.1. Az ,input”oldal

A cirkadian rendszer megfelelé miikodéséhez a belsd bioldgiai 6ra altal mért idonek

azonos fazisban kell lennie a kdrnyezetben mérhetd valds idovel. A cirkadian ritmusok
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periddushossza nem pontosan 24 Ora, ezért az Ora fazisa rendszeresen beallitasra szorul. A
biologiai 6ranak mindennap Gjra és ujra torténd beallitasa az Un. “resetting”.

Az 6ra bedllitasaban résztvevo két legfontosabb kornyezeti tényezo a fény €s a hdmérséklet
(Edmunds, 1988; Roenneberg és Foster, 1997). A fény abszorpcidjdban és a jel
tovabbitasaban a fitokrom (PHY) és kriptokrom (CRY) fotoreceptorok jatszanak szerepet
(Somers ¢és mtsai, 1998; Devlin és Kay, 2000), a hdmérséklet hatismechanizmusarol még
kevés adat all rendelkezéstinkre.

Az oOra bedllitdsa molekularis szinten azt a folyamatot jelenti, amely sorén a kornyezeti jel
hatdsara valamely kozponti 6raelem mennyisége vagy aktivitdsa megvaltozik a ciklus
egyik pontjan, és az igy kialakult egyensulyban az oszcillator a ciklus egy masik pontjéra
jellemz6 allapotba keriil (Crosthwaite és mtsai, 1995). Ennek eredményeképpen az ora
fazisa megvaltozik.

Az Ora és a fény kapcsolata azonban nem meril ki a fény fazisra gyakorolt hatasaban, a
cirkadian 6ra a 24 o0rés ciklus folyamdn nem egyforman valaszol a ritmust atallitd
fénykezelésekre. Ugyanis a szubjektiv hajnal el6tt adott fényimpulzus a ritmus fazisat
elébbre hozza (,,phase advance”), a szubjektiv este utan alkalmazott fénykezelés pedig a
fazist késébbre tolja (,,phase delay”), mig szubjektiv nappal sor&n az éra csak minimalis
faziscsuszéssal valaszol az 6rét bedllitd fényimpulzusokra. Az Gn. phase response curve
(PRC) é&brazolja a fénykezelés hatasara kialakult (j fazisnak a nem fénykezelt mintak
fazisahoz viszonyitott pozitiv vagy negativ eltérését a fénykezelés idépontjanak (ZT)
fuggvényében (Johnson, 1990). Az ora fényfiggd beallithatosaganak mértéke a nap
folyaméan cirkadidn gorbe szerint valtozik, mivel az 6ra fazis-specifikusan gatolja a
fényimpulzusra adott valaszreakcid erdsségét. Ez a jelenség az (n. gating (kapu
mechanizmus). Tudjuk, hogy a fény a fotoreceptorokon keresztul, az Orat kikerulve
kozvetleniil is képes egyes oragének kifejezodését szabalyozni, amelyet akut valasznak
nevezink. A ,,gating” mechanizmus révén a cirkadian dra képes az akut valasz mértékét
fazis-specifikusan gatolni, azaz az 6ra képes a fazisinak megfeleléen csokkenteni vagy
novelni az adott folyamat fényerzékenységét, igy a gatld hatads maga is cirkadidn ritmust

mutat.
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A fény .input” jelatviteli [anc elemei

A feényreceptoroktdl az oszcillator felé induld jelatviteli lanc elemeit még nem sikerlt
egyértelmlien azonositani. Az eddig leirt elemek koziil csak néhanynak vizsgaltdk a
cirkadian ,,input” folyamatokban betdltott szerepét.

A fitokromok &ltal szabalyozott folyamatok kozil az egyik legfontosabb a génexpresszid
kozvetlen szabalyozdsa transzkripciés faktorok kozremikodésével, amelyet a
fitokromokkal kolcsonhaté  fehérjékkel tortént vizsgéalatokkal —bizonyitottak. A
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) volt az els6ként azonositott
PHYB-vel kolcsonhatd fehérje. (Ni és mtsai, 1988). A PIF3 egy bHLH tipusd
transzkripcios faktor, amely az aktiv fitokrom molekulaval Gsszekapcsolodva kotédik
szamos fényindukalt gén promdterének un. G-box szekvencidjahoz, és szabalyozza
ezeknek a géneknek a kifejez6dését (Martinez-Garcia és mtsai, 2000). A PIF3 fehérje in
vivo korilmenyek kozott szerepet jatszik a CCA1l es LHY odragének kifejez6désének
funkcidvesztéssel jar6 mutécidja nem valtoztatja meg a cirkadian ritmusok
peridodushosszat, és az 6ra voros fénnyel torténd beallithatésaga is normalis marad (Viczian
és mtsai, 2005). Tovabba a PIF3 transzkripcidja csak igen alacsony amplitadéja cirkadian
ritmust mutat. Ezek alapjan a PIF3 szerepe az 6ra miikddésében nem nagyon jelentGs, ami
persze nem zarja ki, hogy a fotoreceptorok a sejtmagban més transzkripcios faktorokhoz
kotoédve szabalyozzak a CCAL/LHY oraelemek kifejezodését, ami az ora atallitasahoz vezet
(Yamashino és mtsai, 2003).

A ZEITLUPE (ZTL) egy harom tagbdl 4116 fehérjecsaldd tagja, ide tartoznak még a LOV
KELCH PROTEIN 2 (LKP2) és a FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-BOX 1
(FKF1) fehérjék, melyek harom funkciondlis doménnel rendelkeznek (Light, Oxigen,
Voltage (LOV) domén, F-box motivum és Kelch repeat domén). A LOV domén a Period-
ARNT-Sim (PAS) fehérjemotivum egyik altipusa (Somers, 2001), ezért a ZTL fehérje
LOV/PAS doménjeként nevezik. A kiilonb6z6 fehérjékben eléfordulé PAS domének egyik
tipusa a protein-protein kolcsonhatasokban vesz részt, a mésik a kornyezeti jelek
érzékeleésében jatszik szerepet. A ZTL gencsalad tagjai altal kodolt fehérjék funkcidja tehat
cirkadian ritmusok periddushossz-ndvekedését okozza (Somers és mtsai, 2000). A mutans

cirkadian fenotipusanak megnyilvanulasa a fényintenzitas fliggvényében valtozik, amibdl
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arra kovetkeztethetiink, hogy a ZTL a fény ,,input” jelatviteli lanc egyik eleme, tovabba
képes a PHYB és CRY1 fotoreceptorokkal dsszekapcsolddni (Jarillo és mtsai, 2001).

A GIGANTEA (GI; Fowler és mtsai, 1999; Park és mtsai, 1999) egy sejtmagi fehérje. A
Gl mRNS és fehérje mennyisége napi ritmusu oszcillaciét mutat, maximuma este mérhetd.
A Gl fehérje szerepe a cirkadian ritmusok amplitdddjanak és periédushosszanak
szabalyozasa. A Gl mutéciéi nem okoznak aritmiat (Park és mtsai, 1999), ezen kivil a Gl
fontos a voros fény indukalt jelatviteli folyamatokban.

Az EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és EARLY FLOWERING 4 (ELF4) pozitiv
regulatora a hipokotilmegnyulas fényszabélyozott gatlasanak. Az elf3 és az elf4 mutansok
rovidnappalon koran virdgoznak, és fényben nevelve hosszabb a hipokotiljuk, mint a vad
tipusii ndvényeknek (Zagotta és mtsai, 1996; Doyle és mtsai, 2002; Khanna és mtsai,
2003). Az elf3 novények sotétben a vad tipushoz hasonlé cirkadidn ritmust mutatnak
(Covington és mtsai, 2001), mig alland6 fényben aritmiassa valnak (Hicks és mtsai, 1996).
A mutécio a fotoreceptorok és az dra kozti jelatvitelt érintheti (McWatter és mtsai, 2000).
Alland6 koriilmények kozott vizsgalt elf4 ndvényeknél viszont minden esetben aritmia Iép
fel. Az ELF3 és ELF4 fehérjék a CCAL ill. LHY oragének megfeleld szinten torténd
kifejezddéséhez is nélkiilozhetetlenek (Doyle és mtsai, 2002). A cirkadian 6ra szabalyozza
az ELF3 és ELF4 kifejez6dését, mindamellett az ELF4 expresszidja fénnyel is indukalhato.
Az ELF3 és ELF4 konstitutivan a sejtmagban talalhatd (Liu és mtsai, 2001; Khanna és
mtsai, 2003), ahol részt vesznek a de-etiolacié, a fotoperiodizmus, valamint a cirkadian 6ra

fény ,,input” folyamatainak szabéalyozasaban.

2.1.4.2. Az oszcillator

A ndvényi cirkadidn oszcillator sajatossdga, hogy szinte valamennyi komponens az 6ra
miikodésében betoltott funkcidjatol fiiggetleniil szerepet jatszik a fény jelatviteli utak és a
fotomorfogenezis szabalyozaséban. Az Arabidopsis-ban leirt cirkadian oszcillator harom,
egymassal kapcsolt szabalyozd hurokbdl épil fel. A kdzponti hurok elemeit és mitkodését
mar viszonylag régota ismerjik, ezért részletesebben targyaljuk (Alabadi és mtsai, 2001).

A CCALl és LHY fehérjék egymaéssal nagyfok( hasonlésagot mutatnak. Mindkett6 atipikus
DNS-kot6 fehérje, egy MYB-szerii domént tartalmaznak, amelynek egyetlen MYB
struktdraja a szekvenciaspecifikus DNS-kotésért felelés. A MYB domén altalaban 1-3
ismétl6d6 MYB szekvenciat tartalmaz, amelyeken beliil a fehérjelanc egy-egy un. hélix-
hurok-hélix szerkezetbe rendezddik (Stracke és mtsai, 2001). Arabidopsisban a MYB
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domének tobbseége altalaban 2-3 MYB szekvenciat hordoz, és dimerek formajaban kotddik
a DNS-lanchoz (Romero és mtsai, 2001).

A CCAL feheérje egy klorofill A/B-koété (CHLOROFYLL A/B-BINDING = CAB) fehérjet
kddol6 gén promoterében taldlhatd an. fény-valasz elemhez (LRE) kotédik (Kenigsbuch és
Tobin, 1995).Kés6bb kideriilt, hogy a CCAl a cirkadian ora egyik legfontosabb
szabalyozo eleme (Wang és Tobin, 1998).

Az LHY gén azonositasahoz egy olyan kisérlet vezetett, amelyben hossza hipokotil, késon
viragz6 Arabidopsis mutans novényeket kerestek (Schaffer és mtsai, 1998). Az igy
azonositott mutansban (lhy-1) az LHY gén magas szinten fejezédik ki. A CCA1 és az LHY
fehérje &ltal felismert DNS motivum az AAAATCT vagy az AAATATCT szekvencia.
Utdbbit ,esti elemnek” (EE = evening element) nevezzik, mivel olyan gének
promoterében talaltak, amelyek cirkadian kifejezodése este éri el a maximumat (Harmer és
mtsai, 2000). A CCA1 és LHY gének expresszidja a cirkadian ora szabalyozasa alatt all.
Tovabba a mRNS és fehérje akkumulacio ritmusénak maximumat a reggeli fazisban (ZT1)
merhetjik. A CCAL/LHY gének kifejez6dése fénnyel indukalhat6, ami arra utal, hogy ezek
a gének részt vehetnek az ora fazisanak fényindukalt atallitdsaban (phase resetting).

A Kkét gén barmelyikének taltermeltetése a cirkadian 6ra altal szabalyozott folyamatok
aritmiajat okozza (Wang és Tobin, 1998). A CCALl és LHY fehérjét taltermeld novények
késén virdgoznak, és hosszabb hipokotillal rendelkeznek, mint a vad tipust novények. A
két gén barmelyikének mutacidja ugyanazon cirkadidn ritmusok periddushosszanak
rovidulését okozzak. Ezen kivil korai viradgzést és hipokotilhossz révidulést figyelhetiink
meg a mutdns novenyeknél (Green és Tobin, 1999; Mizoguchi és mtsai, 2002). Mindezen
eredményekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az LHY és CCAL fehérjék nagyon hasonld
szerepet toltenek be a cirkadian 6ra szabalyozasaban és a két protein kdzott funkcionalis
redundancia all fenn.

A kozponti szabélyozé hurok harmadik eleme a TOC1 gén ill. fehérje (Somers és mtsai,
1998; Strayer és mtsai, 2000). A TOCL1 fehérje a bakterialis két-komponensii jelatviteli
rendszerekben talalhatd un. ,response regulator” (RR) fehérjékhez (Mizuno, 1998).
Azonban a TOCI1 fehérjékbol hidnyzik az RR fehérjében megtalalhat6, foszforilalodo,
konzervalt aszparaginsav, igy a TOC1 fehérjé¢t PSEUDO RESPONSE REGULATOR 1
(PRR1) néven is ismerik. A fehérje a C-termindlis végen egy un. CONSTANS,
CONSTANS-LIKE, TIMING OF CAB 1 (CCT) motivumot is tartalmaz, amely a
CONSTANS fehérjecsalad tagjaira jellemz6 (Robson és mtsai, 2001). A CCT motivum

egy 45 aminosavbol allo fehérjeszakasz, amelynek N-terminalis vége egy nuklearis
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lokalizacioért feleldés szekvenciat is hordoz. A TOCI fehérjének kettds szerepe van: a
fényjelet az oszcillator felé kozvetiti, és fontos szabalyozd funkcidja van a korai
fotomorfogenezisben is (Somers és mtsai, 1998; Mas és mtsai, 2003). A TOCL1 fehérje
vorods fenyben nélkilozhetetlen eleme a kdzponti oszcillatornak. A mutansban megvaltozik
a hipokotilmegnyulas szabalyozésa, és a muticid hatdsdra a novények kordbban
viragoznak, mint a vad tipusd novények. A TOC1l gén kifejez6dése cirkadian ritmust
mutat, esti (ZT13) maximummal (Strayer és mtsai, 2000). Promdtere egy Un. esti elemet
tartalmaz, amely a génkifejez6dés cirkadian szabalyozasahoz és az esti fazis kialakitasdhoz
szilkséges (Alabadi és mtsai, 2001). In vitro DNS-kot6 vizsgalattal kimutattak, hogy a
CCALl és az LHY képes a TOC1 gén promdteréhez kotédni. Megfigyelték, hogy a CCAl
ill. LHY fehérjét taltermeld novényekben a TOC1 mRNS szintje nagyon alacsony volt, ami
arra utal, hogy a névényekben a CCAL/LHY kdzvetleniil gatolja a TOCL1 transzkripciojat.
A tocl-1 muténs ndvenyekben a CCA1 és LHY alacsonyabb szinten fejezédik ki, mint a
vad tipust novényekben, ami megerdsiti, hogy a TOC1 pozitiv regulatora a CCAl ill. LHY
fehérjék kifejez6désének (Alabadi és mtsai, 2001). A TOC1 fehérje degradacidjat egy F-
box fehérje, a ZEITLUPE (ZTL) fényfiggd modon iranyitja (Mas és mtsai, 2003). E
kezdeti, els6dleges 6ramodell tobb 1épésben valtozott, valt pontosabba.

Locke és mtsai megfigyelték, hogy a ccal lhy duplamuténs nagyon alacsony amplitadéval
¢s rovid periodussal jellemezhet6 cirkadian ritmust mutat. Mivel ebben a mutans hattérben
A CCAI1/LHY-TOC!1 hurok nem miikddhet, az adatok arra utaltak, hogy az ndvényi
oszcillator rendelkezik még legaldbb egy szabalyozd hurokkal, amely CCALl és LHY
hidnyaban is képes dnfenntartd ritmusok létrehozasara. Matematikai modellek alapjan azt
josoltak, hogy a masodik szabalyozé hurok a TOC1 és egy ismeretlen Y génbol/fehérjébol
épil fel. Mindkét komponens az esti orakban fejezédik ki, az Y faktor pozitivan
szabéalyozza a TOC1 gént, mig a TOC1 fehérje gétolja az Y gén transzkripciojat. A modell
alapjan siker(lt igazolni, hogy az Y faktor szerepét a GIGANTEA (Gl) gen tolti be (Locke
és mtsai, 2005). A matematikai modell kisérleti eredményekkel valé 6sszevetése ramutatott
arra is, hogy a TOC1 fehérje valdsziniileg nem kozvetleniil szabalyozza a CCA1/LHY
géneket, hanem egy hipotetikus X faktoron keresztill. Ez magyarazna a jelent6s id6beli
eltérést a TOC1 fehérjék maximalis mennyisége és a CCAL/LHY gének maximélis
transzkripcidja kozott (Locke és mtsai, 2005).

A modell pontositdsanak utolsé Iépéséhez az a megfigyelés vezetett, hogy a tocl null

mutans ndvényekben hatdrozott cirkadian ritmus mérhetd. A TOCI1 k6z6s komponense
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2.3. abra. A ndvényi cirkadian oszcillator modellje
A géneket téglalapok, a fehérjéket ellipszisek, a pozitiv

hatasokat zold, a gatlast piros szin jeldli. A sarga nyilak
az adott gének fényindukalt transzkripcidjara utalnak.

mindkét korabban leirt szablyozd kornek, ezért mutéacioja esetén aritmia varhatd. Ezek az
eredmények ismét arra utaltak, hogy egy tovabbi szabélyozd kor var felfedezésre. Ez 2006-
ban kovetkezett be, mikor tobbszorés mutansok, ill. tultermelé vonalak vizsgalataval
kimutattak, hogy a harmadik szabalyozé kort a CCAL/LHY valamint a PRR7 és PRR9
genek/fehérjék alkotjak. A PRR7 és 9 fehérjék az an. “pseudo response-regulator” fehérjék
csaladjaba tartoznak, csakigy, mint a TOC1, amely a PRR1 nevet is viseli. A PRR7,9
fehérjék gatoljak a CCAL/LHY gének kifejezédését, miga CCA1/LHY fehérjék serkentik a
PRR7,9 gének transzkripciojat (Locke és mtsai., 2006). A novényi oszcillator sematikus
modelljét a 2.3 dbra mutatja. Az oszcillator a fent leirt harom Gsszekapcsolt szabalyozo
korbdl all. Az adott korok komponenseinek napszakos kifejezédése miatt a CCA1/LHY-
PRR7,9 hurkot reggeli, mig a TOC1-GlI kort esti szabalyoz6 kornek nevezzilk. Mutansok
vizsgalataval igazoltdk, hogy a reggeli és esti szabalyoz6 korok dnmagukban is képesek
oszcillacio létrehozasara, de ezen ritmusok peridodusa jelentdsen rovidebb a vad tipusu

oraénal. Ez azt jelenti, hogy a vad tipusi névényekben mérhetd kb. 24 6ras periddus azaltal
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alakul ki, hogy a két rovid periédust hurok Osszekapcsolddik egyméssal a kozponti
szabalyoz6 koron keresztil. Mivel a CCA1/LHY, PRR9 és Gl gének transzkripcidja
fényindukalt, gyakorlatilag mindharom szabalyoz6 hurok rendelkezik potencialis
fénybemenettel, amelyen keresztiil a kiilonb6z6 fotoreceptorok altal tovabbitott fényjelek

hatdssal lehetnek az egyes szabalyoz6 korok mitkodésére.

2.1.4.3. Az ,output” oldal

A cirkadian ritmusok az ¢€l6 szervezetek folyamatainak kiillonb6z6 szintjein figyelhetok
meg. A kimeneti oldalon talaljuk az 6ra &ltal szabalyozott géneket (melyek termékei nem
hatnak vissza az 6réara), valamint fiziol6giai folymatokat.

A cirkadian ora szdmos gén kifejez6dését szabalyozza a transzkripcid vagy a transzlacio
szintjén Ezek kozil legismertebbek a klorofill a/b koté fehérje (CAB) és a ribuldz-1,5-
biszfoszfat karboxildz-oxigendz kis alegységét (RBCS) kddold gének (Millar és Kay,
1991; Pilgrim és McClung, 1993). Magas szinten fejezodnek ki, igy nem okoz nehézséget
a megfeleld6 mRNS molekulak detektalasa. A ,,microarray” technologiaval lehetoség nyilt
arra, hogy egy kisérleten belil, tobb ezer gén kifejez6désérél kapjunk informaciot. E
kiserletek sordn megallapitotak, hogy az Arabidopsis genom kodzel 6%-a ritmikusan
fejez6dik ki, és az expresszidés mintazatok kozott a legkiilonb6z6bb fazist ritmusok is
megtalalhatok (Harmer és mtsai, 2000; Schaffer és mtsai, 2001). A cirkadian mddon
expresszalt gének egy csoportja a kdrnyezeti stresszhatasokra kdzvetlenul is reagal (Kreps
és mtsai, 2002), tovdbba e gének ritmikus kifejez6dése felkészitheti a novényt az eldre
kiszdmithatd stresszhatasokra (pl. reggeli erés fény), igy ndvelve a novény
ellenalloképességét.

A génkifejez6dés szintjén érvényesiilé ritmusok végsé soron a ndovény biokémiai és
fiziologiai folyamataiban jelentkeznek. A legismertebb élettani folyamatok, amelyeket az
Ora irdnyit: a hipokotilmegnyulas, a sziklevélmozgas és a viragzasi ido.

A novényi o6ramiikodés cirkadian ritmusat leggyakrabban a levélmozgéssal jellemzik
(Engelmann és mtsai, 1994; Millar és mtsai, 1995). A ndvények levelei a nap folyaméan
jellegzetes mozgést mutatnak. Nappal a novenyek a levéllemezeiket vizszintes helyzetbe
forditjdk, hogy minél nagyobb levélfeliilettel biztositsak a napenergia lehetd
leghatékonyabb felhasznalasét. Ejjel pedig ellenkezbleg, fliggbleges iranyba helyezkednek.
Ez a ritmikus folyamat a cirkadian ora irdnyitasa alatt all, mivel allandé feny- és

homérsékleti koriilmények kozott is fennmarad.
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A hipokotilmegnyulas napi ritmust mutat, ami szabadon futd korulmények kozott is
megfigyelhet6 (Dowson-Day és Miller, 1999). A megnyllas sebessége este éri el a

maximumat, hajnalban pedig leall a ndvekedés.

2.1.5. A cirkadian ora jelent6sége

Az ¢lovilagban minden szervezddési szinten megfigyelheté a cirkadidn szabalyozas
valamilyen forméja. Az Ordnak nagyon fontos szerepe van az életfolyamatok
szabalyozasaban.

A cirkadian ora legfontosabb szerepe az lehet, hogy az adott szervezet szamara mintegy
elore jelzi a kornyezeti tényezok megvaltozasanak idépontjat, igy még azt megeldzden
idoben felkésziilhet ra a szervezet. A cirkadian o6ra megjelenése tehat az evolucié soran
szelektiv elonyt biztositott az él61ények szamara. Az ¢élovilag fejlodése soran legalabb négy
kiilonb6z6 ton alakult ki hasonld szerkezetti 6ramechanizmus (Young és Kay, 2001). A
kozel 24 Orés periodust cirkadidn regulacio igen fontos szerepet tolt be a valtozd
kornyezethez torténd alkalmazkodasban, miikodése adaptiv eldnyhdz juttatja az
organizmust, noveli az él6lény életképességét és versenyképességét. A cirkadian ora az
altala szabalyozott folyamatokon keresztiil felkésziti a szervezetet a megfeleld napszakhoz
valé alkalmazkodasra, ténylegesen nappali vagy éjszakai uzemmadba allitva azt. Az egyes
folyamatok iddbeli programozasa, a megfeleld napszakra torténd idézitése teszi lehetove,
hogy az egyébként inkompatibilis folyamatok azonos térben jatszodhassanak le. Mint
példaul a cianobaktériumokban a fotoszintézis és a nitrogénkdtés folyamatanak idébeli
szétvélasztdsa (Mitsui és mtsai, 1986). A novények energiaellatdsa szempontjabdl igen
fontos, hogy a nappal soran a fény, mint energia felhasznalasa maximélis hatékonysaggal
torténjen. Ehhez azonban nélkiilozhetetlen, hogy a ndvény még napfelkelte eldtt
felkésziljon a fényenergia elnyelésére, és beinditsa a fotoszintézishez szlkseges
molekularis folyamatokat (Kreps és Kay, 1997).

A cirkadian 6ra az adott inger és az ingerre adott valasz kdzé épiilve megsziinteti azok
szigoru csatoltsigat. Ezaltal gatolja a szervezetet abban, hogy a kdrnyezeti valtozasokra
gyors, adekvat valaszt adjon. Ebbdl fakaddan azoknal a folyamatoknal, amelyeknél fontos
a kornyezeti valtozasokra adott gyors vélaszreakcid, &ltaldban nem allnak a cirkadian dra

szabalyozasa alatt.
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Az 6ra masik fontos funkcidja, az él6lények fotoperiodizmusanak szabalyozasa. Amely
lehetévé teszi az egyedek szadmara, hogy képesek legyenek alkalmazkodni az évszakok
valtozasaihoz, és biztositja a kedvezétlen kdrilmények kozotti tulélést (Thomas, 1998). A
szezondlis valtozasok észlelése és ennek kdvetkeztében a specialis folyamatok megfeleld
id6zitése szelektiv elényt biztosit a novény szamara. A fotoperiodizmus kialakitsaban a
cirkadian 6ra és a fény egyuttesen vesznek részt. A cirkadian ora és a fotoperiodizmus
kapcsolatat tekintve, bizonyosnak tiinik, hogy a novények a fényszakasz hosszat a
cirkadian ora segitsegével ,,mérik”. Erre utal az a tény is, hogy valamennyi éra-muténsban
eltolodott a viragzasi ido is.

A fotoperiodizmus, a viragzas indukcidja specialisan novényi jelenség (Lumsden, 1991,
Thomas és Vince-Prue, 1996). Az an. révid nappalos (RN) ndvények naponta legalabb 16
h sotétséget, a hosszU nappalos (HN) novények pedig naponta legaldbb 16 h fényt
igényelnek a virdgzas indukcidjahoz. Egy HN névény RN korulmények kdzott nem, vagy
jelent6sen késobb viragzik. A HN ndvények virdgzasat RN kortlmények kozott indukalni
lehet, ha a sotét szakasz bizonyos pontjain rovid, extra megvilagitast alkalmazunk. Ha a
viragzas indukalhatésaganak mértékét az id6 fliggvényében 4abrazoljuk, szabalyos
cirkadian ritmust mutat. Ez az jelenti, hogy a cirkadidn ora hatarozza meg azokat a rovid
intervallumokat, amelyekben a fény hatassal van a virdgzas indukcidjara. A jovében
elképzelhetd, hogy képesek lesziink az éra miikddését oly médon atallitani, hogy ezek az
érzékeny szakaszok a rovid nappalos kortlmények kozotti fény periédusra essenek.
Ilyenkor a HN ndvények RN fényviszonyok kozt is viragoznanak. Talan képesek lennénk
megvalositani, hogy a HN haszonndvények termesztése olyan teriletekre is Kiterjedjen,
ahol RN korilmények uralkodnak, vagy HN fényviszonyok kozott egy tenyésziddben tobb
generacid termését is be lehessen takaritani.

A cirkadian ora fontos szerepet jatszik a novények fejlédésében, ndvekedéseben és a
megfelelé morfologia kialakitasaban is. Paradicsommal (Lycopersicon esculentum) végzett
kisérletek azt mutattak, hogy a novények rosszul fejlédnek, kicsik maradnak és kevés
termést hoznak, ha allando hémérsékleten és fényen neveljiik 6ket (Highkin és Hanson,
1954; Went, 1960). Ha viszont hideg/meleg termociklusokkal miikodésben tartjuk a
cirkadian orat, allandé fényben is normalisan fejlddnek.

Az emlitett példék bebizonyitottak, hogy a cirkadian dranak meghatérozd jelent6sége van
az ¢él6lények egyedfejlodésében, életképességében, valamint novelik talélési esélyeit a

kiilonbozo versenyhelyzetekben.
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2.2. NOVENYI FOTORECEPTOROK

A fény a fotoszintetizaldo z6ld ndvények életében meghatarozé kdrnyezeti tényezd. A
szérazfoldi novények idedlisan alkalmazkodtak a fény teljesmértékii hasznositasahoz. A
fényhez val6 genetikai adaptacio a filogenezis soran ment végbe. A novények fejlédését,
morfogenezisét a gének és a kdrnyezet — elsésorban a fény - egylttesen hatdrozza meg. A
morfogenezis nem a fotoszintézis kovetkezménye, de a morfogenezisben bekdvetkezett
kulonbségek osszefuggesben vannak a fénnyel. A fény érzékelésében a ndvényekben
speciélis receptorfehérjek vesznek részt. Segitségikkel érzékelik a novények a fény
hullamhosszat, intenzitdsat, beeseésének iranyat, igy nOvekedési folyamataik
megfelelhetnek a valtozo kornyezeti feltételeknek.
A ndvényi fotoreceptorokat fényelnyelésik, ill. hatasspektrumuk alapjan 3 nagy csoportba
osztjuk (Chen és mtsai, 2004):
1. A voros/ tavoli voros fény érzékelésében résztvevd fitokromok (Quail és mtsai,
1995).
2. Az UVA és kék fény tartoméanyban elnyeld kriptokromok ¢és fototropin (Cashmore
és mtsai, 1999; Lin és Shalitin, 2003; Briggs és mtsai, 2001; Lin, 2002).
3. Az UVB fotoreceptorok (Jansen, 2002).

2.2.1. Fitokrémok

A jelenleg ismert fény altal szabalyozott ndvényi életfolyamatok tobbsége a fitokrom
fotoreceptorokon keresztiil szabalyozott. A fitokrom fotoreceptorok homodimer formaban
miikodnek a novényi sejtekben. A fitokrom holoprotein molekula két részb6l all, az
apoproteinb6l (125 kDa) és egy nem protein, fényabszorbealé kromofér részbol
(fitokromobilin). A fitokromobilin egy nyilt lanct tetrapirrol, amely kovalensen kotodik a
fitokrom apoproteinhez. A kiilonbozé apoproteinekbdl felépiilé fitokrom receptorok
nemcsak spektralis és biokémiai tulajdonsdgaikban térnek el egymastol, hanem diszkrét
szabalyoz6 funkcidkat téltenek be. A fitokrom fotoreceptor holoprotein molekuldjanak

vazlatos szerkezete a domének funkcionalis megjelenitésével a 2.4. 4bréan lathato.
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2.4. dbra. A fitokrémok vazlatos
szerkezete

Az N-terminalis szakasz a kromoférkétés, igy a fényabszorbci6 helye. A kromof6r csoport
egy konzervalt helyzetli cisztein aminosav tioészter kotésen keresztiil kapcsolodik az
apoproteinhez. Az N-terminalison levé PEST (prolin-glutaminsav-szerin-treonin)
szekvencia, kozel a kromofor kotddési helyéhez, a fotodegradacioért felelés. Ez a
szekvencia a phyB tipust fitokrombdl hidnyzik. Az N-terminélis részt egy protedz-
emésztésre kilonosen érzékeny szakasz koti 6ssze a C-terminalis résszel. Ez a régid
tartalmazza az an. regulator domént (Q-box, Quail és mtsai, 1995). A C-terminalisban
szintén talalhaté egy, a fotodegradécioban szerepet jatsz6 domén, amely az ubiquitin
kotédésért felelds, és minden fitokrom tipusban jelen van. A C-termindlis fontos része a
dimerizacioért felelés domén is, amelyen Kkeresztil két azonos tipusi receptor
fehérje/fehérje  kolcsonhatds révén kapcsolddik egymaéssal, homodimert alkotva.
Osszességében tehat a fitokrom molekula egy kétkomponensii szabalyozo rendszer,
amelyben az N-terminalis az érzékeld, a C-terminalis pedig a jelatvivo szerepét tolti be.

A fitokrom apoprotein a sejtmagban kddolt, mig a fitokromobilin a plasztiszban
szintetizal6dik 5-aminolevulinsavbél kiindulva, a klorofill bioszintézis Ut ledgazasaként. A
fitokrom apoprotein és fitokromobilin végil a citoszolban autokatalitikusan egyesulnek

funkcioképes holoproteinne.
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Régota ismeretes, hogy a fitokromok két, spektroszkopiai és biokémiai szempontbol is
kiilonb6z6 formaban léteznek (2.7. dbra, Schéfer és mtsai, 1972; Song, 1999). Felfedezték,
hogy amikor salata magvakat valtakoz6 vords (660 nm) eés sotétvords (730 nm) fénnyel
vildgitottak meg, majd sotétbe helyeztek, a csirdzas csak azoknal a magvaknal kovetkezett
be, amelyeknél az utols6 megvilagitas voros fénnyel tortént. Ebbdl a kisérletb6l arra lehet
kovetkeztetni, hogy a vords feny aktival egy pigmentet (vOrds fény receptor), amely azutan
kivaltja a csirdzést, azonban a pigment elveszti aktivitisat, amikor sotétvords fényt
abszorbedl. A valtakozo, voros és sotétvords besugarzas hatasa azt mutatja, hogy a pigment
két formaja egymaésba alakithatd. A pigment rendszernek, amelyet fitokrém rendszernek
(P) neveziink, két formaja van:

Psso vagy P: (red light-absorbing phytochrome, vords fényt abszorbeal6 forma)

Pz30 vagy P (far-red light-absorbing phytochrome, sotétvords fényt abszorbeélé forma)

A fitokrdm fotoreceptor vords fényt abszorbeald, bioldgiailag inaktiv, P, forméban
szintetzalodik a névényi sejtekben, szintézise maga a fitokrom rendszer &ltal szabalyozott.
A foton-abszorbciét kovetéen a molekula konformacio-valtozdson (cisz/transz
izomerizacid) megy éat és tavoli voros fényt abszorbedld, bioldgiailag aktiv, Py forméva
alakul, amely tavoli vords besugarzassal visszaalakithat6 az inaktiv P, forméva (2.5. abra).
Ezt a jelenséget nevezzilk a fitokromok fotokonverzidjanak, amelynek révén ezek a
fotoreceptorok egyfajta molekularis kapcsoloként miikodnek, amelyeket vords ill.

sotétvoros fénnyel lehet be-, ill. kikapcsolni.

Okromofér [ |regulator domén M dimerizaciés domén

2.5. dbra. A fitokrémok fotokonverzidja.
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A Py allapot harom moédon sziintetheté meg: fotokonverzioval alakul vissza P, formava,
sOtét- reverzidval alakul P, formavd, vagy degradacidval (ubiquitin lebomlasi ut)
eliminalodik a rendszerb6l. Bar a sotét-reverzid pontos folyamata ismeretlen,
bebizonyitottak, hogy a fitokromok Ps formajanak bizonyos hanyada fény hianyaban is
képes visszaalakulni P, forméva, amely vords besugérzassal Ujra Py allapotba hozhatd. A
PHYA P, form4janak felezési ideje 100-200 6ra, mig a P formaé csak 1-2 éra.

A fotokonverzié egyensulyi folyamat, amelynek 4llapota egy adott fitokromra
vonatkoztatva a Pg/pr formak mennyiségének aranyaval jellemezhetd, és fiigg a besugarzo
fény hulldmhosszatol és intenzitasatol. Természetes koriilmények kozott a kiilonbozo
fitokromok egymastol eltéré Pg/P, aranyt alakitanak ki, amely jellemzé az adott
fényviszonyokra.

A fitokrom rendszer gy muikodik, hogy egy adott koriilmény, pl. az arnyék a kiilonbozo
tipusu fitokromokat eltéré ardnyban alakitja Ps &llapotba, ami végul az arnyék-elkerulési
reakciokban nyilvdnul meg. Ha a novény kozvetlen napfényre keril, a Pg/P, ardny
megvaltozik az egyes receptor-tipusok esetében, ez pedig modositja a génmiikodést, ami
Ugy szervezi at a novény anyagcseréjét és novekedését, hogy az a lehetd legjobb
hatdsfokkal tudja felhasznalni a fényt.

Az egyes fitokrom gének altal kodolt fehérjék valtozé mértékii hasonlosagot mutatnak
egymassal aminosav-szekvencia szinten. Igy eléfordulhat, hogy egy adott faj kiilonboz6
tipustu proteinjei kevésbé hasonlitanak egymasra, mint kiilonb6zé fajok adott tipusu
fehérjéi. A kiilonb6z6 fitokromok molekularis bioldgiai, genetikai hattere a 90-es években
Valt vildgossa. A fitokromot egy multigén csalad kodolja a magasabbrendii novényekben.
Az Arabidopsis nukleéris genom 6t fitokrom gént tartalmaz. Ezeket a géneket PHYA, B, C,
D és E jeldléssel kilonboztetjik meg (Sharrock és Quail, 1989).

A PHY gének genomikus DNS-ének szekvencia vizsgalata érdekes filogenetikai
kovetkeztetéseket tett lehetdvé. A kodolt aminosav-szekvencia zarvatermdOk esetében
harom alapvetd fitokrom protein meglétére utal, a phyA, B és C esetében egyarant
divergens, mintegy 50% homologiaval. A gének valosziniileg génduplikacidval
keletkeztek. El6szor a (PHYA + PHYC) és PHYB alcsoportok, majd a PHYA és PHYC
alcsoportok divergaltak, ez utbbiak a virdgos ndvenyek kialakulasa korul. Arabidopsisban
a PHYE a PHYB vonalb6l agazott le valdsziniileg a kétszikiiek megjelenésekor, majd a

PHYD megjelenése a Cruciferae csalad kialakulasanak kezdetére tehetd.
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A receptorcsaldd ket legismertebb és legfontosabb tagja a PHYA és PHYB receptor. A
klasszikus fitokrom-vélasz néhany jellegzetessége a PHYA Kkivételével valamennyi
fitokrom receptor miikodésére igazak: a voros ill. tvoli voros fény ellentétes hatast egy
adott folyamatra; valtakoz6 vords/tavoli voros kezelés esetén az utolsd besugarzas hatésa
érvényesil. A fenti megallapitasok a PHYA kivételével valamennyi fitokrom receptor
miikodésére igazak. A PHYA receptor &ltal szabalyozott folyamatok mér nagyon kis
mennyiségli Py megjelenésére megindulnak, igy ezeket nagyon kis intenzitasu, un. VLF
(very low fluence) fénnyel is ki lehet véltani, valamint az indukciot nem lehet tavoli voros
besugarzassal gatolni. A PHYA receptor elsGsorban etiolalt allapotban termelédik magas
szinten, kilondsen a csirandvenyek gyokércsicsanak és hipokotiljanak sejtjeiben. Szerepet
jatszik a csirdzési folyamat meginditdsaban és a ,,zoldilésben” (etiolacid), és fontos a
viragzasi id6 kialakitasdban is. Fotolabilis molekula, a fitokrém receptorok koézil a PHYA
leboml&si sebessége a legnagyobb fényben (Clough és Viestra, 1997). A PHYB receptorok
altal kozvetitett valaszok kivaltasdhoz kis intenzitasd vords fény szlikseges, és az induktiv
hatds tavoli vords fénnyel gatolhatd. Ezek az un. LFR (low fluence response)
fényvalaszok. A PHYB receptor az Arabidopsis ndvények szinte valamennyi sz6vetében
megtalalhat6. Szabalyozza a szar megnyulésat, az arnyék elkerilését, és a virdgzast.
Mennyisege de-etiolalt (z6ld) &llapotban magasabb. Fénystabil molekula, leboml&si
sebessége 50-szer kisebb, mint a PHYA receptoré (Furuya és Schafer, 1996; Whitelam és
Devlin, 1997). Korédbbi vizsgéalatok alapjan megfigyelték, hogy a fitokrdm rendszer
legalabb két, fiziologiai funkciojat tekintve kiilonboz6 készletbol all. Az etiolalt szdvetben
taldlhatd fitokromot 1. tipusu (labilis), mig a zold szovet fitokromjat 1I. tipusu (stabil)
fitokromnak nevezzilk. Mennyiségileg és szabalyozd funkcidjat tekintve a két készlet jol
megkiilonboztethet. Az 1. tipus a fotolabilis fitokromtol fiiggd reakciokat szabalyozza, pl.
a CAB (fénygyiijté klorofill a/b protein génje), a RBCS (ribul6z -1,5-biszfoszfat
karboxildz/oxigenaz kis alegységét kodold gén), és a FED-1 (ferredoxin-1) gének
fényindukélta expresszidjat, valamint a pigmentképzest. A Il. tipus a fotostabil fitokromtol
fliggd reakciokat szabalyozza, ilyenek a fényen nott névények reakcioi.

A Kkiilonb6z6 fitokromok specifikus reakcioinak tesztelésére nincs in vitro modszeriink,
ezért a funkcidikat csak in vivo tanulmanyozhatjuk. Ez azonban bonyolult feladat, hiszen a
fent emlitett fitokromok tobbsége egyidejiileg is expresszalva lehet a ndvényben, €s a
hatasok tobb gén termékétdl is szarmazhatnak. Ezért olyan kisérleti rendszerre van
szilkség, amelyben egyidében egy detektalhato fitokrom milkodik. llyen rendszer a

nyugalmi &llapoti Arabidopsis mag csirdzasdnak fotoindukcidja. Kdzvetlenil a mag
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duzzadasa (imbibicid) utdn egyedil a phyB az alapvetd fitokrom, amely a mag
csirazésanak fotoreverzibilis indukciojat szabalyozza. Amennyiben a phyB jelen van, sem
a phyA, phyC, D vagy E nem képes a csirdzas indukalasara. A phyA altal indukalt csirazas
nagyon alacsony intenzitast, de széles spektrumtartomanyu fényben torténik (300-770
nm), azonban fotoreverzibilitast nem lehetett megfigyelni. Ez a phyA-specifikus indukci6 a
novényvildg egyik legfényérzékenyebb reakcidja, és igy a phyA-t tekinthetjik a VLFR
fotoreceptorénak. Ezzel ellentétben a phyB fotoreverzibilis médon indukélja a csirdzast
550-690 nm-es voros megvilagitds hatasara, de ez az indukcié fotoreverzibilisen
megakadalyozhatd hasonld intenzitasu, 700-800 nm hulldmhosszu t&voli vords feny
alkalmazésaval. Fontos, hogy a csirdzds akkor induljon meg, amikor a mag olyan
tavolsagra van a talaj felszinét6l, hogy a csirandvényeknek esélyiik van elérni a felszint,
miel6tt még tartaléktapanyagai Kimertlnének. Ehhez pedig nagyon alacsony intenzitasd
fényt kell érzékelnie (PHYA, VLFR). Viszont, miutan a novény kiemelkedett a foldbél,
teljesen més fényviszonyok kozé keriil, magasabb intenzitas-tartoméanyban kell érzékelnie
a fényvaltozésokat, pl. kiildnbséget kell tennie arnyék és kozvetlen napfény kozott (PHYB,
LFR).

A fitokrom rendszerrel foglalkoz6 kutatdsok mar évtizedek 6ta keresik a valaszt azokra a
kérdésekre, hogyan miitkodik a receptor-molekula, hogyan torténik a fitokromok jelatadasa;
mi a fotoreceptort6l kiinduld jel sorsa, milyen jelatviteli utakon tovabbitodik, milyen
elemekbdl épiilnek fel ezek az utak. Ezek a rendszerek a legkiilonb6z6bb kornyezeti
valtozasokra adott valaszreakciokat kozvetitik, és alapvetéen egy kindz szenzorbol és egy
vélaszregulatorbol allnak. A kdrnyezeti valtozé autofoszforilaciora készteti a kindzt, majd
a foszforilalt hisztidin a foszfatcsoportot atadja a valaszregulator egy aszparaginsavjanak,
amely a jelet tovabbadja a kovetkez6 jelatviteli komponensnek.

A 2.6. dbran vazolt hipotézis volt az els6 elképzelés a fitokroém rendszer miikodésérol.
Ekkor még csak a fotoreceptorok szerepe volt tisztazott, a rendszer két végpontjat — a

bemenetet és a kimenetet - 6sszeko6td reakciotit részletei még ismeretlenek voltak.
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2.6. dbra. A fitokrom-fiiggé jelatvitel kezdeti modellje

Altalanosan elfogadott feltételezés volt, hogy a jelatviteli utak felépitése és miikodése
meglehetdsen konzervalt a kiilonb6zd organizmusok kozott. Ezért megprobaltak igazolni
mas szervezetekben mar leirt jelatviteli utak komponenseinek meglétét a novényi
sejtekben, valamint e komponensek szerepét. A 90-es évek elején a kiilonb6z6 szervezetek
szignal-proteinjein végzett szamitogépes szekvencia-elemzések segitségével kiderilt, hogy
a fitokromok C-termindlis részének regulator doménje figyelemremélté hasonlésagot mutat
a bakteridlis két-komponensii jelatviteli rendszerek kozvetité (transzmitter) egységének
hisztidin kindz moduljaval (Schneider-Poetsch és mtsai, 1991). Kés6bb kimutattak, hogy a
zab PHYA receptor in vivo és in vitro autofoszforilalodik, valamint in vitro képes
foszforilalni méas szubsztratokat is, mint pl. a hiszton H1 fehérjét vagy mesterséges
polipeptideket. Az autofoszforilacié szerin aminosavat foszforilal, szemben a kékalga
fitokrom milkodésével (hisztidin/aszpartat). Tovabbi kilonbség a két molekula kozott,
hogy az autofoszforilacié a zab esetében a Py forméban nagyobb fokd, mig a kékalga
fitokrom esetében a P, formaban. Az egyéb szubsztratok transz-foszforilaciéja nem
mutatott fényfiiggést (Yeh és Lagarias, 1998). Annak kideritéséhez, hogy a fitokromok P,
vagy Ps formdja rendelkezik nagyobb kindz aktivitassal, sziikségesnek tlint a fitokromok
valds szubsztratjanak azonositdsa. Ez a megkdzelitési mod hasznos informéciokat nyujt a
jelatviteli rendszer felderitése, és a fitokrom uténi/alatti elemek megismerése
szempontjabol is.

Biokémiai és molekuléris vizsgélatok azt bizonyitotték, hogy a fitokrdmok jelatvitele tobb,
kiilonb6z6 mechanizmust magabafoglalo Giton megy végbe. Ezek a Ca**, a G-protein altal

szabalyozott, valamint foszforilacios l1épéseket tartalmazo jelatviteli kaszkadok.
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A Ca”" 4ltal szabalyozott reakciok mind a novényi, mind az éllati sejtben altalaban Ca**-
koto fehérje jelenlétét igénylik. A Ca’"-nak és a kotéfehérjének ez a komplexe inditja el a
reakciot. A legaltalanosabban el6forduld és legjobban ismert a kalmodulin, bar tébb ilyen
fehérje ismert mind a névényi, mind az allati sejtben. A kalmodulinnak magas a Ca**-koté
affinitdsa. A kotddés hatasara megvaltozik a fehérje konformacidja, aktiv formaba keriil és
sok szabalyoz6 enzimet serkent a sejtben. Szamos kalmodulin-szabalyozott enzimet
talaltak a ndvényi es &llati sejtekben egyarant. llyenek a plazmamembranban talalhatd
Ca?*-pumpak (Ca?*-ATP-azok), NAD-kinazok, és egyéb kindzok és foszfatazok. A
kalmodulin jelen van mind a citoszolban, mind az organellumokban, beleértve a
plasztiszokat, a mitokondriumokat és a sejtmagot. A kalmodulin, a sejten beluli
kornyezetben bekdvetkezd kis Ca?'- koncentracié valtozasara is képes aktivalodni. Ez a
sajatossdga alkalmassd teszi arra, hogy néhany fitokrom molekula fotokonverzi6jat
felerésitse nagyobb cellularis valtozassd, és arra hogy szabalyozzon mas regulator
rendszereket. A kovetkezd megfigyelések utalnak arra, hogy a Ca®* szerepet jatszik a
fitokrom reakciok kozvetitésében: a Pz Ca?* emelkedést indukal egy vagy tobb
szubcellularis kompartmentumban; a kalmodulin serkent néhany P73 altal stimulalt
enzimet; nehany vords fény altal indukalt reakcid kalmodulin inhibitorokkal gatolhato.
Vizsgéltak azt a kérdést is, hogy a kalmodulin képes-e érzékelni, fizikai reakciova alakitani
a Ca’*-ot, mint jelet. Megnézték, hogy a fenotiazinok és a kalmidozolium, mint kalmodulin
antagonista, a kalmodulinhoz kapcsolddva megakadalyozzdk-e a célenzim aktivalasat,
képesek-e blokkolni a Ca®* 4ltal indukalt fitokrém reakciokat. Mind a péfranyspéra
csirazdsa, mind a kloroplaszt rotacidja ezekkel blokkolhaté volt, igy a feltételezés
megerdsitést nyert. A fitokrom fotoaktivaciojaval kapcsolatos reakciok egyike az
internddium megnyulads mértékének vords fény okozta gatlasa. Az egyik f6 enzim a
plazmamembranban elhelyezkedé Ca** ATP-4z, amely kalmodulin szabélyozas alatt all.
Kimutattak, hogy zab sejtekben a P73 stimuldlja a Ca**-effluxot. A ndvekvd Ca®
koncentraci6 pedig gatolja azokat a biokémiai folyamatokat, amelyek a sejt
megnyulasahoz vezetnek. Osszefoglalva elmondhatd, hogy a citoszolban Pz altal indukalt
Ca®* koncentracio emelkedés elidézi a kalmodulin aktivalodasat, ezaltal a Ca**-ATPéz
miikddését, aminek kovetkeztében megné a sejtfal Ca®* koncentracidja és csokken a
sejtmegnyulas mértéke.

A phyA-fiiggé folyamatokat G-protein inhibitorokkal lehet gatolni, mig intermedierekkel,
példaul cGMP-vel stimulélni lehetett. A G-proteint6l indulo jelatviteli ut ez esetben kétfelé

agazik: a kloroplasztisz fejlédéshez sziikséges gének tobbségének expresszidja Caz+—ﬁigg6,
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mig az antocianin bioszintézis teljes mértékben cGMP-fiigg6. A G-proteinek feltételezett

szerepe a fényindukalt génkifejez6désben a 2.7. abran lathatd.

cGMP — »CHS (antocian bioszintézis)

funkcionalis kloroplasztiszok

PHY Pfr @ kialakulasa

Ca2+—Ca2+/CaM CAB, RUBISCO
2.7. abra. A “G protein hipotézis”

A receptorrdl a jel egy membrankétott G-proteinre tevédik at, ezutan az ut két irAnyba
agazik el. Az egyik ag a ciklikus GMP szint szabalyozadsan keresztll tobbek kozott a
kalkon-szintdz (CHS) gén kifejezédését serkenti. A masik a Ca’*/kalmodulin szint
RBCS). Ugyanakkor mindkét ut egylttes aktivacioja funkciondlis kloroplasztiszok
kialakulasahoz vezet (Bowler és mtsai, 1994a). Tovabb4, a két jelatviteli Gt kdzott negativ
reciprok szabalyozéas érvenyesil (Bowler és mtsai, 1994b). Ha példaul a cGMP &g
hiperaktiv, csokkenti a Ca2+/kalmodulin ag aktivitisat, azaz a nagyon magas szintii
kalkon-szintaz szintézis alacsonyabb szinti CAB kifejez6dést eredményez. Problémét
jelentett a kisérletek értelmezése soran, hogy a megfeleldé vegyiiletek injektalasa utdn a
vélaszreakcid csak 48 o6ra muiltval jelent meg. Ezzel szemben a fitokrom-indukalt
génexpresszid néhany oran beliill detektalhatd. Valosziniileg ez is szerepet jatszott abban,
hogy a fitokrom-mediélt jelatvitel kutatasdra a tuddsok egyéb megkozelitéseket
vélasztottak.

A phyA és phyB molekuldk C-terminélisdnak PAS-domént (prolin-alanin-szerin)
tartalmazo régioi egymassal kicserélhetdk, részt vesznek a jel ataddsdban. A phyB C-
termindlis ezen doménje segitsegével sikerult azonositani egy bazikus helix-hurok-helix
fehérjét, a PIF3 (phytochrome-interacting-factor) proteint. Bebizonyitottadk, hogy a PIF3
részt vesz a jeltovabbitasban, és a sejtmagban konstitutiv médon lokalizalodik. Iy médon a
jelatad&shoz a phyA és phyB molekulaknak kell a sejtmagba vandorolniuk. A sejtmagban
torténik meg a PIF3-mal vald kolcsonhatas, mint a jelatvitel korai eseménye. A PIF3

azonban nem az egyetlen faktor, amellyel a fitokrémok kélcsénhatnak.
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Egy nukleozid difoszfat kindz 2 (NDPK2) tisztitott phyAs forméval Iép kdlcsdnhatésba.
Kisérleti adatok arra utalnak, hogy az NDPK2 a phyB jelatvitelének pozitiv komponense.
A fitokromok sejtmag és citoplazma kozti kozlekedésének hatterében a bonyolult
molekukaris mechanizmusok allnak. A fehérjék transzportja a citoplazmabdl a sejtmagba
kizérolagosan az un. nukleéris porus komplexeken (NPC) keresztul torténik, ugy hogy
ezek a nyildsok &tjarhatésagot biztositanak a molekuldknak a két kompartmentum kdzott
(Stoffler és mtsai, 1999; Merkle, 2003; Lim és Fahrenkrog, 2006; Tran és Wente, 2006). A
40 kDa-nal kisebb molekulak &t tudnak diffundalni ezeken a pérusokon minden nehézség
nélkdl, passzivan. Transzport mechanizmusnak, a maghartya taloldalara &tjutd6 nagyobb
fehérjék vagy azok komplexei altal kdnnyitett transzlokaciot nevezzilk; amely ellentétben a
diffazidval, a koncentracio gradiens ellen miikodik (Ribbeck és Gorlich, 2001).

A fitokromok, ezek a nagyméretii dimer fehérjék aktivan jutnak be a sejtmagba, ami
energiaigényld folyamat. A nuklearis transzlokacié a célprotein felismerésével kezd6dik a
transzport receptor (pl. importin B-szeri receptor) segitségével, ezt koveti a szubsztrat
maghartyahoz vald kapcsolédasa, majd annak atjutdsa a membranon. Az importinoknak
két alosztalya van, az o-szerii és a B-szerii importin fehérjék (Merkle, 2003). A B-szerii
importin receptorok a sejtmagi szallitds komponensei, rdgzitik a széllitand6 fehérjét az
NPC-hez, kozvetleniil a nukleoporinokhoz és a célproteinekhez kotddve. Az importin f3-
szerli receptorok megkdnnyitik a nagyméretii fehérjéknek vagy azok komplexeinek a
sejtmag porusain vald atjutdsat. A sejtmagon beluli B importin kdlcsonhat a GTP-koté
RanGTP-4zzal és elengedi a célproteint. A § importin receptor-RanGTP komplex visszajut
a citoplazméaba, ahol a GTP a Ran altal hidrolizalodik és a komplex disszocial, szétvalik.
Az import fehérjék hordozzak a klasszikus nukleéris lokalizaciés szignalt (NLS), amely az
a tipusi importinok mitkodéséhez sziikségesek, melyek Ugy viselkednek mint a
citoplazmas NLS receptorok (Gorlich és mtsai, 1995). A B importin receptorokkal
ellentétben, az o tipust importinok nem tudjak elhagyni a sejtmagot sajat maguk. Ennek
kovetkeztében az o importinok visszajutdsa a citoplazméba egy transzport receptor
segitsegével torténik, amelyik specialisan az o importinokat szallitja a sejtmagbdl (Kutay
és mtsai, 1997).

Az importinok vélhet6leg részt tudnak venni a fotoreceptorok sejtmagba vagy sejtmagbdl
torténd iranyitasaban, ha a fitokromok tartalmazzédk az NLS szignalokat. Sakamoto és
Nagatani (1996) vizsgalta a 35S:phyB::GUS fuzi6s protein sejtmagi elhelyezkedését.
El6szor mutattak ki, hogy a phyB C-termindlis része vandorol a sejtmagba, ami arra utalt,

hogy a molekuldnak ebben a részében egy aktiv NLS taldlhatd. Egyéb tanulményok
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ramutattak, hogy a PHYB karboxil végz6dése kerll 4t a sejtmagba és a sejtmagi testekbe
(NB), de a phyB hianymutansokat még nem sikerilt komplementalni (Matsushita és mtsai,
2003). Beszamoltak arr6l is, hogy a PHYB C-terminalis része és a NB forméaciok sejtmagi
széllitasa a fényviszonyoktdl fluggetlendl torténik (Nagy és mtsai, 2000, 2001; Nagy és
Schafer, 2002). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a ,szallitd gépezet” képes
felismerni és a sejtmagba iranyitani a PHYB C-terminalis részét, de a fényfliggd nuklearis
megmutattdk, hogy a PHYB N-terminalis fele nem jut at a sejtmagba, nem alakulnak ki
sejtmagi testek, és nem allitja helyre a phyB hianymuténsokat. Megéallapitottak, hogy a
sejtmagi ,,5zallité gépezet” keptelen felismerni a csonkolt PHY B fehérjét.

A phyB fehérjének melyik régioja felelds a fény-indukalt jelatvitel elinditaséért? Hogy erre
a kérdésre megtalaljak a valaszt, Matsushita és mtsai. (2003) létrehoztak egy flzids
fehérjét, amelyben funkciondlis NLS (sejtmagi lokalizacios jel) vagy NES (sejtmagi
kiviteli jel) jeleket és GUS riporter gént kapcsoltak a PHYB N-termindlis feléhez, majd ezt
a fazios fehérjét phyB-5 muténs héattérben fejezték ki. Eredményeik meggy6zéen mutattak,
hogy a PHYB N-terminalis része elegendé a PHYB altal torténd fény jelatvitelben, de csak
amikor az a sejtmagban helyezkedik el; és a C-terminalis rész felelds a dimerizacioért, a
sejtmagi vandorlasért, a stabil PHYB sejtmagi testek kialakulasaért. Erdekes modon, a C-
termindlis részen taldlhaté egy hianymutacio is, megakadéalyozva a teljes hosszUsagu
Az azonban még nem vilagos, hogy a phyA jelatviteli Gtja hogyan kapcsolddik a sejtmagi
negativ  valaszt add elemek komplex rendszereihez; COP  (constitutive
photomorphogenesis), DET (de-etiolated), és a FUS (fusca) gének (Deng és mtsai, 1992)
termékeihez. E gének a fotomorfogenezis negativ elemeiként miikddnek, azaz sotétben
felfliggesztik a fotomorfogenezist, és a szkotomorfogenezis Utjara terelik a folyamatot. Ez
a folyamat megfordithatd fény hatésara, és jol nyomonkovethetd molekularis szinten is a
fényindukalt gének aktivitasdnak csokkenésében ill. novekedésében. A COP/DET/FUS
csoportba tartoz6 gének altal kodolt fehérjék konstitutiv médon a sejtmagban talalhatok, a
COP1 fehérje kivételével, amely sejten bellli elhelyezkedése fényfiiggd modon valtozik:
sOtétben a sejtmagban, fényben a citoplazméban taldlhaté (Osterlund és mtsai, 2000).
Kimutattak, hogy sotétben a COP1 fehérje kdlcsonhatasba lép a HY5 transzkripcios
faktorral, amelyet poliubiquitin polipeptidek kapcsolasaval tesz felismerhetévé a
proteolizis szdméara. A HY5 a GBF csalddhoz tartozik, de konstitutivan a sejtmagban

talalhato transzkripcids faktor. Allandé fényben nevelt hy5 mutans novények hosszi
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hipokotillal rendelkeznek, hulldmhosszt6l fiiggetlenil. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
a HY5 a kiilonb6z6 fotoreceptoroktol kiinduld jelatviteli lancok talalkozési pontja utan
foglal helyet a fotomorfogenezis kivaltdsahoz vezetd fényfliggd jelatviteli tutban.
Ugyanakkor a fényben nevelt hy5 novények kiils6 jegyei nem egyértelmiien etiolalt
fenotipustiak, ami egyéb, a HY5-hoz hasonlé6 miikodést transzkripcids faktorok 1étét
feltételezi. A COP1 sotétben elbsegiti a HY5 transzkripcids faktor lebomlasat a
sejtmagban, ami a fényindukalt gének mukodésének gatlasahoz vezet. Fényben pedig a
COP1 fehérje a citoplazmaba vandorol, ami az &ltaluk szabalyozott gének aktivaciojat
eredményezi (Hardtke és mtsai, 2000). Az eddigieckb6l nyilvanvalo, hogy a COP1 fehérje
meghataroz6 szerepet jatszik a sejtmagban zajlo fényregulélt proteolizis folyamatanak
szabalyozasaban, valamint a kiilonb6z6 fotoreceptoroktdl kiinduld jelatviteli utak
szabalyozési lancanak végén, annak utolso tagjai kozott helyezhetd el.

A fitokrom segiti a novényeket a valtozd fenyviszonyokhoz vald alkalmazkodasban. Mint
tudjuk, a névény habitusat alapvetden befolyasoljak azok a fényviszonyok, amelyek kdzott
¢l. Ezért a mesterséges fénnyel valdo megvilagitasnal koriiltekintéen kell eljarni, mind az
uveghazak, mind a klimakamrak megvilagitasanal, ahol a természetes fényt részben vagy
egészben helyettesiteni kell.

A fitokrém a névény mas novény &ltali &rnyékoldsa mertékének indikatoraként szolgalhat.
Az arnyékolasi jelenség abbol adddik, hogy a z6ld levelek abszorbealjak a voros fényt a
magas klorofilltartalmuk miatt, de viszonylag ateresztéek a hosszabb hulldmhossza
sOtétvoros feny szamara. Amint az arnyékolas novekszik, a voros/sotétvords csokken és a
P730 aranya az dssz-fitokromban csokken. Kisérleti kdrilmények kozott minél magasabb a
sOtétvoros tartalom, annal nagyobb a szar megnyuldsanak mértéke a teljes napfényben ndtt
novényekhez viszonyitva. Az arnyékold ndvények normalisan ndvekednek az arnyekos
korulmények kozott és nagyon kicsi vagy nincs is valtozds a szar megnyllasanak
mértékében, ha magasabb vOros/sotétvords értékii sugarzast kapnak. A kedvezd
internddium megnydlasanak &ra a csokkent levélfelillet és a kevesebb elagazas, de
rovidtavon ez az evollcids adaptacio jol mikodik.

A fitokrdm segitségével a novény a szomszéd egyed jelenlétét olyan tavolsagbdl is
érzékeli, amely tavolsagbol a fotoszintetikusan aktiv fény intenzitdsdban meg nem torténik
véltozas. A megnovekedett horizontalis voros fény intenzitas hatasara az egyed fokozott
megnyulasos ndvekedéssel és negativ fototropos reakcidval vélaszol, azaz elhajlik a
szomszédtol. A szomszéd ndvény és az egyedsiiriiség érzékelésében a fitokromon kivil a

kriptokrom is részt vesz.
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2.2.2. Kriptokromok

A kriptokromok a kék fény receptorainak gytijténeve (Gressel, 1977). A kék fény
szabalyozza a novény novekedésének ¢és fejlodésének szamos folyamatat. Az etiolalt
novény zoldilése (de-etioldcid), a hipokotil megnyulasos novekedésenek gatldsa, a
sziklevelek kiteriilése, a ndvények fény iranydba torténd elhajlasa, novekedése
(fototropizmus) és a sztdbma nyitddasa mind kék fényre kialakul6 valaszreakciok.

A kriptokrom receptor abszorbcids spektruma a 400-500 nm-es, valamint a 320-390 nm-es
(UV-A) hullamhossztartomany.

A kriptokromok felfedezéséhez olyan fotomorfogenikus muténs novények vizsgalata
vezetett, amelyekben a mutéacio kdvetkezmenyeként specifikusan a kék fényre adott valasz
képessége sérilt (Koornneef és mtsai, 1980; Hoffman és mtsai, 1996). Molekularis
bioldgiai modszerek segitsegevel Arabidopsis thaliana névényben legaldbb haromféle kék
fény-receptort azonositottak. Ezek a CRY1 (kriptokrom 1), CRY2 (kriptokrom 2) és a
fototropin, amelyek els6ésorban a hipokotil-megnyllds gatlasat, a viragzast, ill. a
fototropizmust szabalyozzak. Ezektdl eltéré kékfény-receptor a zeaxantin-violaxantin
rendszere, amely a sztdma nyitodasaért felelds.

Fontos megemliteni a kék fény — vords fény egyuttes hatasat a cirkadian 6ra mitkodésében
vagy a viragzas id6zitésében.

A kriptokrdm 1 génjét (CRY1) Arabidopsisban azonositottdk. A CRY1 géntermék N-
termindlis szakasza a bakterialis DNS-reparélé DNS-fotolidzhoz hasonl6, amely enzim kék
és UV-A fényfiiggd elektronatadasos mechanizmussal miikodik. A CRY1 protein
els6dlegesen FAD molekulét két, valamint fotolidz-homolog doménjeihez pterin kot6dik,
amely esetleg masodik kromoférként is szerepelhet. A protein a fotolidz aktivitdsat mar
elvesztette az evolucio folyaman, azonban fényreceptorként miikodéképes. Az Arabidopsis
CRY1 szolubilis fehérje a novények valamennyi szervében megtalalhatok (Ahmad és
Cashmore, 1993). Fotostabilis molekula, mivel fénykezelés hatasara a CRY1-szint nem
valtozik jelent6sen a novényi sejtekben (Lin és mtsai, 1996). A CRY1-nek fontos szerepe
van a fotomorfogenezisben; gatolja a sdtétben vagy talajban csirdz6 magvak hipokotiljanak
novekedését a fényre keruléskor, és serkenti a sziklevelek kiterlilését és a zoldilést.
Szerepet jatszik a virdgzas indukcidjaban, valamint tobb, az antocidn bioszintézis korali
enzimjeit kodolo gén kifejez6désének serkentésében. A cryl hianymutansok ezeket a

reakcidkat nem mutatjék, tehat a fitokrom rendszer nem helyettesiti.
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A kriptokrom 2 génjét (CRY2) is Arabidopsisban azonositottdk. A CRY?2 géntermeékre
jellemzd, hogy a de-etiolacio folyaman gyorsan lecsokken a koncentracioja, bar a mRNS-
szint nem véaltozik. A CRY2 segitségével a ndvény fotoperiddusra valé érzékenysege
csokken, ezen kivil befolyasolja a viragzas idejét.

A CRY1 és CRY2 csak kis mértékben kiilonb6z6, redundans gének. Az Arabidopsis CRY?2
a CRY1-hez hasonloan szolubilis fehérje, és altalanosan megtalalhaté a novény kiillonb6zo
szerveiben (Lin és mtsai, 1998). Fontos kildnbség viszont a két receptor kozott, hogy a
CRY2 fotolabilis molekula, kék fény hatéséra gyorsan lebomlik. A CRY1 és CRY2
receptorok miikddésbeli kiilonbségét az altaluk abszorbealhatdo kék fény intenzitasaban
lathatjuk, mig az &ltaluk szabalyozott folyamatok tekintetében sok atfedés tapasztalhatd.
Az alacsony intenzitasu fényingerekre a CRY1 még érzéketlen, azonban a CRY2 mér
hatékonyan képes kozvetiteni. Magasabb fényer0sség esetén viszont a CRY2 gyorsan
lebomlik, igy ilyenkor az elsddleges kékfény-receptor szerepét a CRY1 tolti be (Lin,
2000).

A fototropin, a fototropizmus szabalyozasaban szerepet jatszo receptor. A fototropizmus a
novényi szervek fényindukalt helyzetvaltoztaté ndovekedési valasza, amelynek elsé 1épése a
kek fény érzékelése.

A receptor megismeréséhez az nphl (non-phototropic hypocotyl 1) elnevezésti Arabidopsis
muténs azonositasa (Liscum és Briggs, 1995) ill. a mutéciét hordozd gén izolaldsa és
jellemzése (Huala és mtsai, 1997) vezetett. A megfeleld gént és fehérjét pedig az NPH1 és
NPH1 roviditésekkel jelolték. Az NPH1 fehérje egy 120 kDa tomegii membrankotott
protein, amely a megvilagitds hataséra foszforilalodik. Az apoproteinen harom domén
taldlhatd: a C-terminélisndl egy szerin-treonin kindz domén, az N-terminalisnal pedig ket
un. LOV (light, oxygen, voltage) domén, amely fény-, oxigén- ill. feszultség-érzékeny
domén (Huala és mtsai. 1997). Az NPH1 protein a LOV motivumok segitsegevel kéti meg
a flavin mononukleotid (FMN) molekuldt (Christie és mtsai, 1999). A fototropin egy
segédproteinnel (NPH3) és egy lipid-modositassal kotédik a membrénhoz, egyébként

szolubilis &llapotban marad.

2.2.3. UV-B receptorok

Az UV-B (280-320 nm) sugarzés karos hatédsait egyre szélesebb korben vizsgaljak. Az
utdbbi idében kiilondsen nagy figyelmet forditottak a spektrum e szakaszara, mivel az ebbe

a tartomanyba tartozé sugarmennyiség (foként a 297-310 nm-ig) ndvekedni fog a
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A nagy intenzitdsi UV-B besugarzds szdmos makromolekula (DNS, fehérjék)
roncsolodéasat, lipidek peroxidéciojat, kiillonb6z6 pigmentek oxidaciojat, hormonok
inaktivalodasat, membranvaltozasokat és a fotoszintetikus apparatus kdzvetlen karosodasat
is okozhatja a novényi sejtekben. Kisérletes koriilmények kozott a kiegészitd UV-B
sugarzas hatasara csokken a biomassza, a pollen csirazasi %-a, karosodast szenved a
magképzés, deformalddasok kdvetkeznek be az epidermiszen, valtozik a kutikularis viasz
Osszetétele, emelkedik a flavonoidok mennyisége. Ugyanakkor, az alacsonyabb intenzitasu
UV-B fény fotomorfogenikus folyamatok kivaltasara képes. Ilyenek példaul a hipokotil-
megnydlds  gatlasa, a  sziklevél  kiterilésének  serkentése, valamint a
fenilpropanoid/flavonoid védOpigmentek szintéziséért felelés enzimek génjeinek
indukcidja (Stapleton, 1992; Teramura, 1996). Bizonyitast nyert, hogy az emlitett
folyamatok megjelenéséért egy feltételezett UV-B receptoron és a hozzékapcsolt specialis
jelatvivé lancon keresztiil érvényesiil (Jenkins, 1997).

Az UV-B tartomanyt az UV-B fotoreceptor abszorbeélja. A specifikus UV-B hatas
megjelenése a fitokrom és a kriptokrom fotoreceptor egyidében torténé aktivaciojatol fiigg.

A voOrods és a 312 nm hulldmhosszi UV fény szinergista az antocianin szintézisben.

36



3. CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk egyik 6 érdeklédési teriilete a névényi cirkadian ora és fitokrom
fotoreceptorok altal szabalyozott jelatviteli lancok kolcsonhatasa ludfii (Arabidopsis
thaliana) modell-névényben. A dolgozatban bemutatasra keriill6 kisérletek soran arr6l a
folyamatrdl kivantunk j vagy alaposabb ismereteket nyerni, amelynek révén a voros fényt
elnyel6 fitokrom B (PHYB) receptor altal kozvetitett fény-jelek befolyasoljak a cirkadian

ora mikodését. Munkank soran az alabbi fontosabb célokat tartottuk szem el6tt:

1. A luciferaz riporter-rendszer, ill. mRNS szintek mérésével és a phyB-9 funkcidvesztéses
mutdns alkalmazdsival meghatdrozzuk, hogy milyen hatdssal van a PHYB Aéltal
szabalyozott jelatviteli Ut az 6ra mitkodésére (kimeneti ritmusok periddushosszanak és
fazisanak mérése), illetve az orat felépité oragének kifejez6désének ritmikus paramétereire
(periodushossz, fazis) monokromatikus vords vagy fehér fényben. Ezen Kkisérletek
eredményeképp fontos Gj informéaciokat nyeriink az o6ra beallitisdnak molekularis

mechanizmusarol.

2. A PHYB, mint fotoreceptor, az Ora beédllitasan kivil fontos szerepet jatszik a
fotomorfogenezis és a viragzasi id6 szabalyozasaban is. A kisérletek soran foként azt
teszteljiik, hogy ezek a kiilonb6z6é funkcidk vajon a PHYB molekula kiilonb6z6 részeihez
kapcsolodnak-e, vagy az altalanos jel a PHYB molekula egy kitiintetett domeénjén hagyja el
a receptort és kés6bbi 1épések soran oszlik tobb agra. Ennek érdekében csonka PHYB
valtozatokat fejeztetink ki a phyB-9 mutans hattérben és megvizsgaljuk, hogy ezek
mennyiben képesek helyreéllitani a mutans cirkadian, fotomorfogenikus és viragzas-idé

fenotipusat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1. Kisérleti anyagok és organizmusok
4.1.1. Vegyszerek

A kisérletek sordn hasznalt vegyszerek tobbségét a Sigma-Aldrich Kft.-t6l szereztiik be. A
luciferint a Biosynth AG cégtél, a restrikcids endonukledzokat és a DNS modositd

enzimeket az MBI/Fermentas cégt6l vasaroltuk.

4.1.2. Tdpoldatok és taptalajok, antibiotikumok

Bakteridlis tdptalajok

LB (Luria-Bertani Medium) (pH=7,0): 1% (w/v) tripton, 0.5% (w/v) éleszt6 kivonat, 1%
(w/v) NaCl

YEB (pH=7,0): 0.5% (w/v) beef extract, 0,1% (w/v) éleszté kivonat, 0,5% (w/v) pepton,

0,5% (w/v) szachardz, 2 mM MgCl, (sterilre sziirve, autoklavozas utan hozzaadva)

A szilard taptalaj készitésénél autoklavozas el6tt 1,5% (wi/v) agart tettiink a folyadékba.

Novényi taptalajok

MS3 (Murashige-Skoog Medium) (pH=5,6): 4.3 g/l MS (Murashige-Skoog sokeverék,
Sigma), 3% (w/v) szahar6z, 1% (w/v) agar

AM (Arabidopsis Medium) (pH=5,6): 2,16 g/l MS (Murashige-Skoog sdkeverék, Sigma)
1% (w/v) szahardz, 0,2% (w/v) fitagél (Sigma)

MSO0 (pH=5,6): 4,3 g/l MS (Murashige-Skoog sdkeverék, Sigma), 1% (w/v) agar

A munkank soran hasznalt, sterilre szlirt antibiotikumokat autoklavozas (120°C, 25 perc) és
60°C -ra torténé hiités utan kevertiik a tapoldatba, ill. tiptalajba.
Az antibiotikumok felsoroldsat a kisérleti organizmus szerint csoportositottuk, feltiintetve

az alkalmazott végkoncentréaciokat.

Escherichia coli:

Ampicillin (Amp) 100 pg/mil
Streptomicin (Sm) 100 pg/ml
Tetraciklin (Tet) 100 pug/ml
Agrobacterium tumefaciens:
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml
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Rifampicin (Rif) 25 pg/ml

Arabidopsis thaliana:

Higromicin (Hyg) 15 pg/ml
Klaforan (Cf) 200 ug/ml (A klaforant a bakterialis eredetii fert6z6dés csokkentésére
hasznéltuk AM és MS téptalajokban.)

4.1.3. Plazmid konstrukciék

A szubkldnozasi Iépésekhez a pBluescriptll SK plazmid vektort (Stratagene) hasznaltuk. A
plazmid vektor mérete 2964bp és ampicillin rezisztencidt hordoz. Az Arabidopsis
transzforméalaséra a pPCV (Plant Cloning Vector) binaris plazmidot (Koncz és mtsai,

1994) hasznaltuk, melyet Koncz Csaba csoportja fejlesztett ki (Max-Planck Intézet, K6In).

A CAB:LUC+, CCR2:LUC+, CCA1:LUC+, LHY:LUC+, TOC1:LUC+, GI:LUC+ és
PRRI:LUC+ konstrukciokban hasznalt szentjanosbogar luciferaz + (LUC+: modositott
LUC cDNS, az altala kodolt luciferaz enzim erdsebb lumineszcenciat hoz 1étre, mint a
LUC fehérje) riporter gén cDNS klonjat a Promega cégtdl vasaroltuk.

A CAB2 prométer szakasz a cab2 gén transzlacios start kodonja el6tt elhelyezked6 320 bp
hosszU genomi szekvenciét tartalmazza. A kisérleteinkben hasznalt promoéter szakaszokat
genomi DNS templaton végzett PCR technika segitségével szaporitottuk fel, majd
izolaltuk.

A CCR2 ill. CCA1 promoter a ccr2 ill. ccal gén eldtt talalhato legkozelebbi kodolo
szekvencia transzlacios stop kodonja utani elsé nukleotidtol a vizsgalt gén transzlacios

start kodonja el6tti utols6 nukleotidig terjed.
4.1.4. Baktériumok

A molekuléris klonozés soran a rekombinans plazmidok felszaporitasara az Escherichia
coli XL-1 Blue torzsét (Stratagene) hasznéltuk. Az elkészilt pPCV alapl
géenkonstrukciokat az S17-1 E. coli torzs (Max-Planck Intézet, Kdoln) sejtjeibe
transzformaltuk, mivel ezek a sejtek képesek konjugaciora az Agrobacterium tumefaciens
GV3101 (Rif) torzsével (Max-Planck Intézet, Koln). E folyamat soran az adott
génkonstrukcidt tartalmazo binéris vektor az Agrobacterium sejtekbe jut at. A hasznalt
Agrobacterium torzs hordozza a pMP9ORK plazmidot (Km®), amelyen az eredeti Ti

plazmid vir (virulence) génjei talalhatdak. E gének &ltal kodolt fehérjek szikségesek
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ahhoz, hogy a binaris vektor T-DNS szakaszat (a jobb és bal oldali hatarszekvenciak
kozotti rész, amely a génkonstrukciokat is tartalmazza) a névényi sejtekbe juttassa (Koncz
és mtsai, 1994).

4.1.5. Névények

Munkénk sordn Arabidopsis thaliana vad tipust és phyB-9 mutans névényeket hasznaltunk
Columbia-0 (Col-0) héttérben.

A transzgenikus novény eléallitasara a Clough és Bent altal leirt (1998) Agrobacteriummal
torténd  viraginfiltracios modszert alkalmaztuk. A mutans novények vizsgalatakor
alkalmazott tovabbi riportergén konstrukciékat (CCR2:LUC+, CCAL:LUC+, LHY:LUC+,
TOC1:LUC+, GI:LUC+ és PRR9:LUC+) szintén Agrobactérium altal kodzvetitett
gentranszfer (Clough és Bent, 1998) segitségével juttattuk be a mutdns és a vad tipust
novényekbe. A riportergének expressziojat mindegyik hattér esetében (muténs és vad

tipus) legalabb 3 fuggetlen transzformans névényi vonalban vizsgaltuk meg.
4.1.6. Fénykezelések

A ndvényeket steril koriilmények kézott, MS taptalajon neveltik, 12 h fény (50 pmol m™?s”
1)/ 12 h sotét fotoperiodus mellett, 22°C-on (MLR-350, Sanyo, Gallenkamp, UK) 7 napig.
Majd ZT 12-nél folyamatos sotétbe vagy ZT 0-nal folyamatos fénybe helyeztiik azokat,
alland6 22°C-os hémérséklet mellett. A ZT 0 jelenti az alland6 koriilmények kozé helyezés
el6tti utolsd sotét-fény atmenet iddpontjat. A fénykezelésk soran hideg-fehér fluoreszcens
fénycsdveket vagy vords LED lampékat (Quantum Devices Inc, USA) hasznaltunk
monokromatikus fényforrasként. Az emittalt fény hulldmhossza, ill. a kezelések sorén

alkalmazott fényintenzités a kovetkez6 volt: vords (667 nm ~ 40 pmol foton/m?/s).

4.2. Molekuléris biolégiai médszerek

4.2.1. Plazmid DNS tisztitds (Sambrook és mtsai, 1989)

A megfeleld plazmidot hordoz6 baktériumsejteket szelektiv antibiotikummal kiegészitett

LB tapoldatban ndvesztettiik 37°C-on 12 6ran keresztll allandd razatassal. A sejteket

centrifugalassal gylijtottiik Ossze, majd lizozimes emésztés utan alkalikus SDS kezeléssel
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tartuk fel. A fehérjéket 3 M KOAC oldattal csaptuk ki. Ezutan fenolos tisztitast végeztiink,
majd a plazmid DNS-t alkohollal csaptuk ki. 70%-os alkohollal valé mosas és szaritas utan
a csapadékot TE pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH=8,0) oldottuk fel. igy

restrikcids emésztésre alkalmas plazmid DNS-t nyertiink.

4.2.2. Novényi genomialis DNS tisztitas

A fiatal novényi levélmintdkat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd razogép
(Retsch, MM 301) segitségével homogenizaltuk. Ezutan a mintdkat CTAB pufferrel (1%
cetil-trimetil-ammadniumbromid, 100 mM Tris-HCI pH=8,0, 20 MM EDTA pH=8,0, 1,4 M
NaCl, 1% polivinil-pirrolidin) és B-merkaptoetanollal tartuk fel, majd 65°'C-on inkubaltuk.
A sejt- és szovettormelékek centrifugélassal torénd kiiilepitése utan, a feltliszot azonos
térfogatl kloroformmal kicsaptuk. A kapott vizes fazishoz 2/3 térfogatnyi izopropanolt
adtunk, majd szobahdmérsékleten inkubaltuk. A kicsapott nukleinsavakat cetrifugélassal
gyljtottiik 6ssze, majd a csapadékot 70%-o0s etanollal mostuk, vakuum alatt szaritottuk,
végul 100 ul milliQ vizben oldottuk fel. Ezutdn RN-4z kezelést alkalmaztunk. A
kicsapodott DNS-t centrifugalassal gyijtottiikk 6ssze, 70%-0s alkohollal mostuk, vdkuum
alatt szaritottuk, végul 100 pl milliQ vizben oldottuk fel. A kapott genomi DNS minéségét
és mennyiségét agardz gél-elektroforézissel ellendriztiik. A mintabol 1-2 pl-t hasznaltunk

templatként a PCR reakciok soran.

4.2.3. DNS hasitdsa restrikcios endonukledzokkal, ligélas, baktérium-
transzformacié

A restrikcids endonukledz emésztések sordn 1-2 ug DNS-t hasitottunk 0,5 egység
enzimmel a gyartd altal javasolt pufferben és hémérsékleten 1-2 Oraig. A hasitasi
termékeket etidiumbromid tartalmd, 1-1,5%-os (w/v) agardz gélen valasztottuk el
elektroforézissel.

A szubklonozas soran kivagtuk a megfeleld fragmentumokat az agardz gélbdl (Sambrook
és mtsai, 1989), majd fenolos extrakcidval kitisztitottuk és abszolut etanollal kicsaptuk.
Mosés és szaritas utan steril desztillalt vizben oldottuk fel azokat. A fragmentumok relativ
mennyiségét agardz gélen ellendriztiik.

A ligélas reakcidelegyét a restrikcios enzimekkel linearizalt vektor, a beépitend6
fragmentum, a gyartd altal javasolt puffer és a T4 ligdz enzim alkotta. A reakcidelegyet

17°C-on min. 2 éran at inkubaltuk, majd a ligaitumot CaCl,-oldatos mosassal kompetenssé
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tett XL-1 Blue sejtekbe transzformaltuk (Sambrook és mtsai, 1989). A sejteket az adott
vektornak megfelel6 antibiotikumot tartalmazé LB taptalajra szélesztettilk, majd 37°C-on
novesztettik.

Amennyiben a plazmid vektor lehetGséget nyujtott a rekombinans koloniak kék/fehér
szinszelekcioval (a-komplementacio) torténd kivalasztasara, a taptalajt IPTG és X-GAL

(25-25 ug/ml) vegyuletekkel is kiegészitettiik.
4.2.4. Agrobacterium konjugécio

Az elkészult binaris plazmid vektort E. coli S17-1 torzsbe transzformaltuk, majd 2 ml,
ampicillinnel kiegészitett LB folyadékkultirdban 16 Ordn keresztill ndvesztettik. Az
Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsébél YEB tapoldatban 24 ora alatt friss
tenyészetet allitottunk el6. A két baktériumszuszpenziobol 1-1 ml-t dsszekevertiink és
YEB téplemezen egyltt novesztettiik. 24 6ra utan a baktériumtenyészetbdl kis mennyiséget
rifampicin és karbenicillin tartalmi YEB lemezre szélesztettiik, majd a felnovekvd

rezisztens Agrobacterium-telepeket legaldbb 3 alkalommal passzaltuk.

4.2.5. Ossz-RNS izoldlds RNA Later-ben tartdsitott névényi mintakbél a
Quiagen RNeasy Plant Mini Kit hasznélataval

A tartositott Arabidopsis ndvényi mintakrol leitattuk az RNA Later-t. A leitatott mintakat
RLT pufferrel kezeltlik, majd MixerMill raz6gép segitségével feltartuk a sejteket. Ezutan
a mintakat 56 C-on inkubaltuk, majd a lizdtumokat a lila oszlopokra pipettaztuk és
centrifugéltuk. Az atszirt lizatumok EtOH-t tartalmaz6 csdvekbe pipettaztuk, majd ezt a
keveréket atvittiik a pink oszlopokra. Ezutan centrifugalds kovetkezett, majd kiontottik
az éatfolyokat a gylijtocsovekbodl és az oszlopokra rdmértink az RW1 puffert. Ezutan
centrifugéltuk a mintdkat, majd az atfolyokat kiontottiik. A kovetkezé 1épésnél DNasel
mixet (RDD puffer és DNase stock*) mértink az oszlopokra. 15 perc mulva pedig
megismételtilk az RW1 pufferrel végzett kezelést. Ezutan az oszlopokra RPE puffert
mértlink, centrifugaltuk azokat, majd kiontottik az atfolyét. Ezt a lépést mégegyszer
megismételtiik. Ezutan attettilk az oszlopokat a Qiagen csovekbe és RNase-free (RN-4z

mentes) vizzel elualtuk a mintakat.
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4.2.6. cDNS szintézis RT-PCR-hoz (Fermentas Kit #K1622)

Az RNS mintéhoz el6szor hozzaadtuk a random hexamer primert, és 70°C-on inkubéltuk.
Majd a mintahoz hozzdadtunk: 5xreakcié puffert, RN-az inhibitort és 10mM dNTP-t, és
25'C-0s inkubalas kovetkezett. Ezutan reverz transzkriptazt adtunk hozza, és 42°C-on
inkubéltuk a mintat. Végil még egy 70°C-os inkubaléas kovetkezett. A kapott cDNS mintat
jégen tartottuk az RT-PCR-hoz torténd felhasznalasig, azutan lefagyasztva taroltuk a

maradékot.

4.2.7. Western-blot analizis

1 g ndvényi anyagot (csirandvényeket vagy fiatal leveleket) folyékony nitrogénben
lefagyasztottunk és ddrzsmozsarban homogenizaltunk. Az elporitott mintara 1 ml
extrakcios puffert mértiink [100 mM MOPS pH: 7.6, 50 % (v/v) etilén-glikol, 5 mM
EDTA, 14 mM B-merkapto-etanol, 10 pg/ml leupeptin, 100 pg/ml PMSF]. Miutan a
megfagyott puffer felolvadt, tovabbi 2 percig folytattuk a homogenizélast. A térmeléket
centrifugalassal (lepitettiik (Sorwall SS34 rotor, 10000 rpm, 20 perc, 4 °C). 200 pl
feltiliszot 1 ml 6x Laemmli SDS puffert [300 mM Tris-HCL pH: 6.8, 60 % (v/v) glicerin,
12 % (w/v) SDS, 0.6 % (w/v) bromfenol-kék, 200 mM DTT] tartalmazd csovekbe
mértiink, keverés utan 100 °C-on inkubéltuk 3 percig. Ezen a modon elkészitett
preparatumok - 20 °C-on tarolva 2-3 hénapig alkalmasak voltak a tovabbi vizsgalatokra. A
feliiluszd6 megmaradt részébdl Bradford modszerével (Bradford, 1976) meghataroztuk a
preparatumok 0ssz-fehérje tartalmat.

Mintanként 10 pg dssz-fehérjét szeparaltunk 8 %-o0s poliakrilamid-SDS gélen. Az
elvélasztott fehérjeket elektro-blottal (Bio-Rad, 20 V, 4 h) transzferdltuk polivinil-
difluorid membrénra (Millipore). A filtereket blokkold pufferben [10% (w/v) tejpor, TBS-
Tween ( 50 mM Tris pH: 9.5, 150 mM NaCl, 0.1 % (v/v) Tween 20)] inkubaltuk
szobahdmérsékleten 1 oraig. A kovetkezd 1épésben a filtert a megfeleld elsddleges
ellenanyag jelenlétében (10 pg/ml ellenanyag, 2 % (w/v) tejpor, TBS-Tween) inkubltuk 4
0C-on 16 6raig. Az egyes fehérjék immunodetektalaséra a GFP ellen egérben kifejlesztett
monoklonalis ellenanyagokat hasznaltuk (Anti-Green Fluorescent Protein (Sigma)). Ez az
antitest megfeleld érzékenységgel és specifitassal ismeri fel az YFP fehérjét, amely a GFP
egy mutdns varidnsa. Az inkub&cido utdn a filtert alkalikus-foszfatazhoz kapcsolt

masodlagos ellenanyaggal inkubaltuk [1:1000 aranyban higitott "Anti-Mouse 1gG AP-
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conjugate”, 2 % (w/v) tejpor, TBS-Tween] szobahdmérsékleten 1 oraig. Ezt kdvetden a
filtert TBS-Tween pufferben, majd alkalikus-foszfataz szubsztrat pufferben (0.1 M Tris
pH: 9.5, 1 mM MgCl,) dblitettik &t, majd megfelelé szubsztratoldatban [0.02 % (w/v)
BCIP, 0.03 % (w/v) NBT, szubsztrét pufferben] inkubaltuk, mig a fehérje-savok lathatova

nem véaltak. A reakciot desztillalt vizes oblitéssel ledllitottuk, majd a filtert megszaritottuk.
4.2.8. Kromofér-kotés vizsgélata (Zinc Blot analizis)

Kromoforként 4 uM fikocianobilin volt inkubalva a megtisztitott rekombinans GST-B651,
GST-450, ill a GST-410 fehérjével (Lagarias és Lagarias, 1989). Mindegyik apoprotein
Escherichia coliban volt kifejezve és egy glutathione-Sepharose 4B oszlopon feldolgozva.
A kromofor-koté fehérjek Zn®* éltal indukalt fluoreszcenciaja UV fény alatt lathatéva valik
az Oka es mtsai. (2004) &ltal leirt SDS/PAGE elvalasztas utén.

4.3. Novényeken alkalmazott technikék

4.3.1. Magsterilizalas, novénynevelés

A sterilizaland6 magokat vizben aztattuk, és 2 napig 4°C-on taroltuk. Ezutan 10 percig 5%-
0s (w/v) kalcium-hipoklorit oldatban sterilizaltuk, majd steril desztillalt vizzel 6tszor
atmostuk. A mosas utéan a steril magokat a kivant taptalajra szélesztettiik.

Ezt kovetéen a novényeket 12 h fehér fény/12 h sotétben, 22°C-on neveltik steril
korulmények kdzott. A meréseket 22°C-on végeztik el. A megvildgitasra hasznalt fényt
fluoreszcens fénycsdvek, a monokromatikus vords (667 nm) fényt a Quantum Devices Inc
(USA) Snaplite LED (Light Emitting Diode) lampakat tartalmazé fényforrasok
biztositottak.

4.3.2. Transzgenikus névények elballitasa (Clough és Bent, 1998)

Az Arabidopsis novények transzformacidja sordn a Clough és Bent (1998) altal
kifejlesztett virdg-infiltracios modszert alkalmaztuk. A megfeleld Agrobacterium torzset
karbenicillinnel kiegészitett YEB t&poldatban (300 ml) ndvesztettiik 25°C-on 2 napig
(ODgpo=2,5-3,0). Az Agrobacteriumot centrifugal&ssal (4000 G, 20 perc, 25°C) gyiijtottiik
ossze, majd 3 ml YEB oldatban felszuszpendaltuk. Ezutan folyamatos kevergetés mellett
300 ml 3%-o0s szahar6z oldatot, végil 40 ul Silwet L-77-et (Lehle Seeds) adtunk a
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baktérium-szuszpenzidéhoz. Ez utdbbi vegytlet szilikon-poliéter kopolimerek keveréke,
amely az altalunk hasznalt koncentracioban nem mérgez0, viszont fokozza a ndvényi
szovetek nedvesithet6ségét, igy noveli az Agrobacterium altal kdzvetitett gentranszfer

hatékonysagat.

A transzformélandd, Uveghazban felnevelt Arabidopsis novények teljes virdgzatat 15
masodpercre a baktérium-szuszpenzioba martottuk, majd a novényeket 1 napig folidval
letakarva inkubaltuk, igy biztositva a magasabb relativ paratartalmat a szamukra. Ezalatt a
binaris vektor T-DNS szakasza (igy a T-DNS-be épitett génkonstrukci6 is) kiilonbozd
sejtek (pl. a petesejt) genomjaba integralodott. Ez azt jelenti, hogy azok az egyedek,
amelyek egy ,.transzformans” petesejt megtermékenyitése révén jonnek létre, valamennyi
sejtjiikben hordozzék az adott transzgént (heterozigota formaban). A felnevelt novényekrdl
magot gyljtottink. Majd a magokat sterilizalds utdn higromicinnel ¢és klaforannal
kiegészitett AM téptalajon csirdztattuk. A szelekcids &gens jelenlétében csak a
transzformans egyedek képesek megfelelden fejlodni, igy kivalasztasuk viszonylag
egyszerll. Miutan a kivalasztott csirandvények (T1 nemzedék) megerdsodtek és megfeleld
gyokeérzetet fejlesztettek a friss taptalajon, foldbe Ultettiik és a mag éréséig lveghéazban
neveltiik 6ket. Minden konstrukcid esetében 20-30 fuggetlen T1 transzforméans vonalat
allitottunk el6. Kisérleteinket a transzgénre nézve homozigéota T3 nemzedék azon egyedein

végeztilk el, melyek a transzgént 1 kdpidban hordozzak.

4.3.3. In vivo lumineszcencia-mérés luminométerrel (Millar és mtsai, 1992)

A transzgenikus csirandvényeket 12 h fény/12 h sotét fénycikluson, 22°C-on neveltik MS3
taptalajon, 7 napig. A mérés kezdete elott min. 6 oOraval a csirandvényeket steril
korulmények kozott egyenként egy 96 zsebes mikrotiter lemezbe helyeztiik, amelynek
minden zsebe 0,25 ml MS3 téptalajt tartalmazott. Minden ndvényre 20 pl 2 mM-os
luciferin oldatot cseppentettiink. A méréseket Topcount automatizalt luminométerrel
(Packard) vegeztik, amely a csirandvények altal kibocsatott lumineszcenciat 1-2 6ranként
nevelés soran alkalmazott fényciklusoknak megfelel6en a fény-sotét atmenet pillanataban.
A novények lumineszcenciajat az els6 12 6ra soran folyamatos sotétben mértiik. Ezt
kovetéen a mintakat fény/sotét cikluson tartottuk. A fényben mért mintdk csupén a

merések alkalmaval (1-2 oranként 8 percre) keriiltek a sotét mérétérbe, ami nem
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befolyasolja a cirkadian 6ra miikodését (Miller és mtsai, 1995). A mérési eredmények
feldolgozésa a TopTempll elnevezésii Microsoft Excel makro-programmal (Dr. Andrew
Millar, University of Edinburgh, UK ajandéka) tortént. A luminométer &ltal mért
lumineszcencia értékek az egy masodperc alatt beérkezett fotonok sz&mét (cps = count per
seconds) mutatjdk. Az egyes csirandvény altal egy adott iddpontban kibocsatott
lumineszcencia értéket, a teljes mérés sordn kibocsatott lumineszcencia atlagaval osztottuk
el, igy kaptuk meg az adott idéponthoz tartozé normalizalt lumineszcencia értéket. Az
abrékon legaldbb 16 csirandvény normalizdlt lumineszcencia értékébol szamolt

atlagértéket tiintettiik fel. Ezeket az adatokat az id6 fiiggvényében abrazoltuk.

4.3.4. Luciferdz enzimaktivitds meghatarozasa CCD kameréaval

Luciferdz riportergén konstrukciét tartalmazd transzgenikus csirandvényeket MS3
taptalajon sotétben neveltiink 1 hétig. A csirazas kezdetét kovetd hetedik napon a
novényeket 1 mM luciferin oldattal permeteztiik le, majd tobb napon keresztiil mértiik
sotétben a novények lumineszcencidjdt egy folyékony nitrogénnel hiitott, nagy
érzékenységli CCD kameraval (LN-CCD-512-TKB, Princeton Instruments, USA). A
csirandvények luciferinnel tortént kezelése utdn 24 6raval a mintdkat — a kontroll minta
kivételével — kiillonbozé hullamhossza fénnyel kezeltiik, majd visszahelyeztiik azokat a
kameraba, azaz a s6tétbe. A csiranovényekrdl féloranként digitalis felvételt keszitettlink,
melyeket a MetaView szoftverrel (Universal Imaging, USA) elemeztink. A merés soran
kapott fényintenzitis értéke aranyos a minta luciferaz aktivitdsival, azaz a riportergén
kifejez6désével. Ebbol az értékbol levonva a digitalis kamera ,,zaj-hatterét”, megkapjuk a

relativ aktivitasértéket, amelyet grafikonon abrézoltunk (Excel szoftver, Microsoft).

4.3.5. Peri6dushossz adatok szamolasa

Minden &ltalunk vizsgalt ritmikus folyamat periodushosszéanak analizisét a Biological
Rhythms Analysis Software System (BRASS, Southern és Millar, 2005) segitségével
készitettik el, amelyet Dr. Andrew Millar-t6l (University of Edinburgh, UK) és
munkatarsaitol kapott a csoport. A Microsoft Excel alapi makro program képes az
automatizalt luminométer és a CCD kamera hasznélata soran nyert adatok kiértékelésére.
A BRASS program Fast Fourier Transform-Non Linear Least Squares analizisével (FFT-

NLLS, Plautz és mtsai, 1997) megbecsulhetjik a Kkisérletben vizsgélt ndvenyek
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periddushosszat, az egyes novények ritmusara illesztett gorbe alapjan. A periédushossz
meghatarozasahoz minden kisérletben minimum 80, maximum 120 Ords meérési
idotartambol szarmaz6 adatokat hasznaltunk fel. A periddushossz kozépértékének becslése
soran csak azokat a periddushossz értékeket vettik figyelembe, amelyek 15 és 38 o6ra koze
estek. Az azonos genotipusba tartozd, legalabb 20 ndvény periédushosszanak statisztikai

elemzését a BRASS programmal végeztik.

4.3.6. Hipokotilhossz mérése

A magokat sterilizalas utan MSO0 taptalajra szélesztettiik, majd a lemezeket 3 napra 4'C-0s
hiitdszekrénybe helyeztiik. Ezutan a magok 22°C-ra keriiltek és csirazast indukalé 3-6 éras
fehér fénykezelést (50 pmol m™ s) kaptak. Majd 18-21 éra sotét, végil a megfelels
intenzitast és hullamhosszd fénykezelés (vagy sotét) kovetkezett. A kezelés 4. napjan a
csirandvényeket 1%-o0s (w/v) agar lemezre fektettik, és digitalis képet készitettiink réluk.
A képet a MetaMorph szoftverrel (Universal Imaging, USA) dolgoztuk fel, a statisztikai
elemzést pedig az Excel szoftver (Microsoft) segitségével végeztik. Minden névényvonal
ill. alkalmazott fényintenzitds esetében minimum 30 novény hipokotilhosszat mertiik meg.
A hipokotilhossz normalizalt értékét (gy kaptuk, hogy minden mérési ponthoz tartozo
atlag hipokotilhossz értéket (mm) elosztottuk az adott vonalhoz tartozo, sotétben mért
hipokotilhossz értékkel (mm). A hipokotilhosszak normalizalt értékeit grafikonokon

abrézoltuk.

4.3.7. Viragzasi id6 meghatarozasa

A magokat 2 napig 4 "C-on soOtétben inkubaltuk a talajban. Utana hossziinappalos
koriilményekre (16 ora fehér fény/ 8 6ra sotét) helyeztiik at azokat. A 60 umol m? s*
intenzitast fényt fluoreszcens (hideg-fehér) fénycsovek biztositottdk. A viragzasi id6t a
rozetta levelek szdméval hatdroztuk meg. A kisérletet kétszer ismételtik meg,
genotipusonként 30-40 novény felhasznélasaval.

4.3.8. Fény, fluoreszcens és konfokalis mikroszképia

A kivant fénykezelés utdn a ndveényi mintdkat (csirandvény, levéldarab, epidermisz-

nyuzat) iiveg targylemezre cseppentett vizbe helyeztiik, fedolemezzel lefedtiik, majd egy
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Axiovert tipusu (Zeiss, Németorszag) fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A GFP
molekulakat a mikroszképba épitett UV fényforras segitségével és a FITC (fluoreszcein
izo-tiocianat) filterek alkalmazasaval gerjesztettiik. A reprezentativ sejtekrdl felvételeket
készitettlink, majd a képeket digitalizaltuk a tovabbi szamitogépes feldolgozas céljabol.

A konfokalis képeket egy lézer-pasztdz6 konfokalis mikroszkoppal készitettiik el (Leica,
Németorszag; tipus: DM RBE TCS4D) a kovetkez6 paraméterckkel: két-csatornas
pasztdzas argon-kripton Iézerrel (gerjesztési hullamhossz: 448 nm, nyalab-oszt6: 510 nm,
megfigyeld sziird: 515 nm) (Kircher és mtsai, 1999).

A digitalizalt és konfokalis képek mindségét (fényerdsség, kontraszt) a CorelPhotopaint

8.0 programmal javitottuk.
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5. EREDMENYEK

5.1. Az N-terminélis PHYB fragmentumok szerkezete, kifejez6dése és sejten

beltli elhelyezkedése

Kisérleteink soran PHYB fehérje kiilonb6zé hosszusagl, 651, 450 és 410 aminosavat

tartalmazé N-terminalis csonkolt valtozatait vizsgaltuk. A PHYB valtozatok kiilonb6z6

fuziés fehérjemotivomokat hordoztak. Az YFP (yellow fluorescent protein, sérga

fluoreszcens fehérje) a fehérjék sejten belili
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5.1. &bra. A csonka PHYB szakaszokat tartalmazo
fuziés fehérjék szerkezete és kifejezédése.

A, A csonkolt PHYB konstrukciok sematikus &brazolasa.
BLD, hilin lidz domén; CHR, kromofér; PHY, fitokrom
domén; PRD, PAS-szerti domén; HKRD, hisztidin kinaz-
szerli domén; DIM, dimerizaciés domén. Valamennyi
PHYB valtozat kifejez6dését a karfiolmozaik virusbol
szarmaz0, konstitutivan aktiv 35S promoter iranyitotta.

B, A fuzids fehérjék kifejez6désének vizsgalata Western-
blot analizissel. A BFL (1. sav), a B651-NLS (2. sav), a
B651-NES (3. sav), és a B-450-NLS (4. sav) vonalak 12
ora fény/12 ora sotét cikluson ndvekedtek 7 napig a
mintavételt megelézéen. A PHYB fluzids fehérjék
detektalasara GFP-specifikus ellenanyagot hasznaltunk.

elhelyezkedésének meghatarozasat tette
lehetové. A fitokromok csak dimer
forméaban képesek betdlteni fotoreceptor
szereplket. Mivel az ehhez sziikséges
dimerizaciés motivumok a fitokrémok
C-terminalis részén talalhatéak, a
CPRF2 (common plant regulatory factor
2, altalanos novenyi szabalyoz6 faktor
2) transzkripcids faktorbdl szarmazo
dimerizacios domént (DIM) kapcsoltunk
valamennyi faziés fehérjéhez. Az NLS
(nuclear localisation signal, sejmagi
lokalizacios jel), vagy a NES (nuclear
export signal, sejtmagi export jel)
lehetéséget adott annak vizsgdlatara,
hogy az egyes PHYB fragmentumok
funkcidja flgg-e a sejten belili
elhelyezkedéstdl. Valamennyi valtozatot
egy funkcidvesztéses phyB muténsban
(phyB-9) fejeztettiik ki. A transzgenikus
vonalak rovid nevei az expresszalt
fehérjék szerkezetére utalnak (B651-
NLS, B651-NES, B450-NLS és B410-
NLS). Pozitiv kontrollként hasznaltuk a
vad tipusu, teljes hosszisdgu PHYB
fehérjét YFP-vel dsszekapcsolva (BFL).

Az 5.1.4bran lathato a fGzids proteinek
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B651-NLS

B450-NLS

B410-NLS

5.2. abra. A PHYB fragmentumok sejten belili
elhelyezkedése.

A bal oldali, konfokalis lézer pasztazo
mikroszkopos felvételek mutatjdk a kiilonbozd
PHYB varidnsok kifejez6dését a  hipokotil
epidermisz sejtjeiben. A 4 napos etiolalt névények
24 6rés voros fénykezelést kaptak a mikroszkopos
vizsgalat eldtt. A konfokalis felvételek kb. 1 pm-es
optikai metszetb6l mutatjak az YFP fluoreszcenciat.
A jobb oldalon lathatéak a megfeleld, atesd fényben
késziilt referencia felvételek. Az egyes képek 48x48
um-es terlletet képviselnek. nu, nucleus (sejtmag).

50



¢s a vad tipusi PHYB receptor jellegzetes doménekbdl felépiilé szerkezete. A 120 kDa
PHYB két f6 doménbdl épiil fel. Az N-termindlis vég elsé szakasza a Pfr konformacio
stabilitdsanak szabalyozaséban jatszik szerepet (Sweere, 2001; Trupkin, 2007). A bilin liaz
motivum (BL) hordozza a kovalens kotéssel kapcsolddd tetrapirrol  kromofor
fitokromobilint (CHR). Ez a motivum olyan enzimatikus funkciéval is rendelkezik, ami
felelos a kromofor kapcsolasaért. A fitokrom domén (PHY) Pfr forma fennmaraddsdhoz
szilkséges (Montgomery és Lagarias, 2002). A C-terminalis els6 felét PAS-szeril
doménnek (PAS Related Domain) nevezziik, amely két PAS-szerii al-domeént tartalmaz: a
Quail-boxnak nevezett kdzponti szabalyoz6 régiot és a dimerizciés motivumokat. A
fehérje C-terminalisin talalhat6 hisztidin-kindz-szerti domén (Histidine Kinase Related
Domain) nagyfoki hasonlésagot mutat a bakterialis kétkomponensii receptor kinazokkal
(Rockwell, 2006). Valamennyi PHYB-valtozatra nézve szd&mos fiiggetlen transzgenikus
vonalat hoztunk létre. Ezek kozill valasztottuk ki a tovabbi vizsgalatokra szant vonalakat.
A kilonb6z6 PHYB fragmentumok megfelels kifejez6dését Western-blot analizissel
vizsgaltuk (5.1.B &bra). Lathat6, hogy a kiilonb6z6 PHYB valtozatok hasonld szinten
fejez6dtek ki, bar a B450-NLS a tobbi valtozatnal kissé magasabb fehérjeszintet mutatott.
A flziés fehérjék sejten belili elhelyezkedését epifluoreszcens és konfokalis lézer
scanning elektronmikroszkoppal vizsgéltuk. A konfokalis felvételek az 5.2. 4bran
lathatoak. E modszer lehet6vé teszi a mintdk optikai szeletelését, aminek
eredményeképpen a megjelenitett mikroszképos kép a vizsgélt targy minddssze 1 pm
vastagsagu metszetébol szarmazik. Ezek alapjan allithatjuk, hogy az YFP fluoreszcencia
jelek az NLS-t tartalmaz6 valtozatok esetében ténylegesen a sejtmagbdl, mig a NES-t
hordozo valtozat esetében a sejtmagon kiviilrol szarmaznak. Megfigyelhetd tovabba, hogy
a korabban leirt adatoknak megfeleléen (Kircher és mtsai, 2002) a BFL fehérjek a
sejtmagban helyezkednek el Un. sejtmagi testeket formélva a 24 6réas voros fénykezelést
kovetéen. Az epifluoreszcens felvételeket az 5.3. abra mutatja. A képek jol szemléltetik,
hogy a fényindukalt sejtmagi import és a sejtmagi testek kialakulasa csak a BFL fehérjekre
jellemz6. A B651-NLS vagy B651-NES fehérjék sejten beluli eloszlasét a fény nem

befolyésolta.
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5.3. dbra. Az NLS/NES-kapcsolt PHYB flzi6s fehérjék sejten belili
elhelyezkedése nem fiigg a fényviszonyoktol.

Epifluoseszcens felvételek lathatéak a BFL (A, D, G), a B651-NLS (B,
E, H) vagy a B651-NES (C, F, I) fuziés proteinek kifejez6désérél a
phyB-9 transzgenikus vonalak hipokotiljanak epidermisz sejtjeiben. A 4
napos csirandvényeket végig sotétben tartottuk (A, B, C), vagy 5 (D, E,
F) ill. 10 perces vords fénnyel kezeltik (J, K, L) a mikroszkopos
vizsgalat elétt. A (G, H, 1) fluoreszcens felvételeknek megfeleld
referencia-képeket a (J, K, L) panelek szemléltetik. A méréskala 10pum ,
a nu a sejtmagot jeldli.
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5.2. Az egyes PHYB-valtozatok eltér6 médon komplementéljak a phyB-9

novények fotomorfogenikus és viragzasi id6 fenotipusat

Els6 1épésben megvizsgaltuk a kilonb6z6 PHYB fuzios fehérjék hatasat a hipokotil
megnyulas gatladsara. A magokat kiilonb6z6 intenzitasi vords fényen neveltik 4 napig,
majd megmértiik a hipokotilhosszukat. Az 5.4. A abran lathatjuk, hogy a BFL, a B651-
NLS és a B450-NLS komplementaltdk a phyb-9 novényekre jellemzé hosszi hipokotil
fenotipust, mig a B651-NES és a B410-NLS hatastalanok voltak. A BFL csaknem minden
intenzitas emellett révidebb hipokotilt mutatott, mind a megfelel6 Columbia-0 (Col-0) vad
tipust novények (hiper-érzékenység). A B651-NLS és a B450-NLS hiper-érzékenysége a
kozepes intenzitasu vords fenynél is tapasztalhatd, de leginkébb az alacsony intenzitasnal
volt megfigyelhet6. Hasonld eredményeket kaptunk, amikor a ndvényeket folyamatos
fehér fényben vagy fény/sotét cikluson neveltiik.

A PHYB gén mutacioi korai viragzast okoznak hosszu nappalon (Neff és Chory, 1998),
rovid nappalon, s6t folyamatos fényben is (Endo és mtsai, 2005). Megvizsgéltuk, hogy a
csonkolt PHYB fragmentumok hogyan képesek a phyB-9 novényekre jellemz6 korai
viragzas fenotipust helyreéllitani. A névényeket hossz nappalon (16 6ra fény/ 8 Gra sotét)
neveltiik, majd mikor a viragzati tengely kb. 1 cm hosszusagu volt, megszamoltuk a rozetta
leveleket, ami a viragzasi id6 mérésének elfogadott formaja. Az 5.4. B dbra szemlélteti,
hogy a BFL és a B651-NLS valtozatok ugyanakkor virdgoztak, mint a vad tipusu
novények, de a B651-NES, a B450-NLS és a B410-NLS verziok nem mutattak
kilonbséget a phyB-9 novényekhez képest a viragzasi iddben.

Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a PHYB 651 aminosavat tartalmazé N-terminalis
darabja gy viselkedik, mint egy miikodéképes fotoreceptor, amennyiben a sejtmagban
taldlhatd. A B410-NLS viszont nem elegendd a vizsgalt fényfliggd fiziologiai folyamatok
szabalyozasahoz. Erdekes modon, a B450-NLS képes volt a jelatvitelre a hipokotil

megnyulas gatlasat illetéen, azonban nem mitkodott a viragzasi id6 szabalyozasanal.
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5.4. &ra. A phyB-9 noévények fotomorfogenikus és viragzasi idé
fenotipusanak helyreallitaisa N-terminalis PHYB fragmentumok
kifejeztetésével.

A, A vords fény hipokotil megnyulast gatlo hatasanak intenzitasfiiggése
(FRC, Fluence rate Response Curve). A vad tipust (Col-0) ndvényeket, a
phyB-9 mutansokat és a PHY B csonkolt darabjait phyB-9 hattérben kifejez
transzgenikus vonalakat 4 napon keresztil, folyamatos vords fényben
neveltik, majd megmértiik azok hipokotil hosszat. Az értékeket a végig
sOtétben nevelt névények hipokotil hosszara normalizaltuk.

B, A hossziinappalon fejlédott novények virdgzasi ideje (16 ora fehér fény/8
ora sotét). A viragzasi idOt a szarba indulaskor megjelent rozetta levelek

szamaval hataroztuk meg. A hibasavok az atlag szérasat mutatjak (SE).
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5.3. A phyB-9 mutacié hatdsa a kbzponti 6raelemek ritmikus kifejezédésére

Korabbi kisérletekbdl ismeretes, hogy a PHYB hidnya nemcsak a fotomorfogenezis és a
viragzas szabalyozasat érinti, hanem zavart okoz a cirkadian 6ra miikddésében is, ami a
CAB:LUC marker esetében hosszi periédust eredményez kozepes és magas intenzitasu
folyamatos vords fényben (Somers és mtsai, 1998). Mivel a CAB:LUC ritmikus
kifejez6dését az Ora iranyitja, ezért joggal feltételezték, hogy a PHYB hianya az
Orakomponensek expresszidjat is hasonl6 mddon befolydsolja. Ezen feltételezések
igazolasara elkészitettiik a CAB:LUC+, a CCAL1:LUC+, a TOC1:LUC+, a GI:LUC+ és a
PRRO:LUC+ markereket Col-0 és phyB-9 hattérben, majd kiilonb6z6 intenzitasu
folyamatos vords fényt alkalmazva vizsgaltuk meg ezek kifejez6désének szabadonfuto
periddushosszat és cirkadian fazisat. Novényekben, a cirkadian ritmusok periédushossza
forditottan ardnyos a folyamatos fény intenzitasaval (Aschoff szabaly, Aschoff 1960). Az
5.5. abra mutatja, hogy az Aschoff szabalynak megfeleléen, minden marker esetében
csokkent a periddushossz a fényintenzitds novelésével, vagyis a phyB-9 mutacié nem
torolte el teljesen ezt a valaszt. A varakozasoknak megfeleléen az dragének kifejez6dése
hosszu periddust mutatott a phyB-9 ndvényekben a vizsgalt fényintenzitasok tobbségénél.
Ugyanakkor a phyB-9 mutécio fényintenzitas-fliggé hatasa alapjan a vizsgalt oragéneket
két csoportba sorolhatjuk. A CCAL:LUC + és a PRR9:LUC+ hosszabb periédust (kb. 1 éra
kilonbséget) mutatott a phyB-9 novények esetében a Col-0 novényekhez viszonyitva,
valamennyi fényintenzitsnal (5.5.B és C abra). Ellenben, a TOC1:LUC+ és a GI:LUC+
esetében kisebb, de szignifikdns periddus killonbség (kb. 0.5 6ra) mutatkozott a muténs és
vad tipusi névényeket dsszehasonlitva (5.5.D és E &bra). Meglep6 modon, a phyB-9
hatteric GI:LUC+ ndvényeknél nem tapasztaltunk periédushossz ndvekedest az altalunk
vizsgalt legmagasabb intenzitasnal. Ugyanezen korilmények mellett a TOCL:LUC+
kifejez6dése hosszabb periodust mutatott a phyB-9 esetében, bar ez a killénbség nem volt
olyan jelent6s, mint alacsonyabb intenzitdsok mellett. A CCAL1:LUC+ és a PRR9:LUC+
kiilonb6z6é intenzitasokndl meghatarozott periodushosszainak gorbéi hasonld jellegiiek
voltak a CAB:LUC+ cirkadian kimeneti marker periddushosszanak goérbéjéhez (5.5.A
abra) viszonyitva. A phyB-9 mutacid ezen kivil hatassal van a kiilonb6z6 marker gének
ritmikus kifejez6désének fazisara. A PRRI:LUC+ és a TOCL:LUC+ 1-2 0rés faziskésést
mutatott phyB-9 héattérben az altalunk hasznalt besugérzas hatdsara (5.5.H és | &bra).
Ellenben, a CAB:LUC+, a CCAL:LUC+ és a Gl:LUC+ markerek nem mutattak jelent6s

fazisvaltozast a kifejez6désiiket illetden (5.5.F, G és J dbra).
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5.5. abra. A phyB-9 ndvények cirkadian fenotipusanak vizsgalata folyamatos vords fényben.

Vad tipust Col-0 (fehér négyzet) és phyB-9 mutans (fekete négyzet) hattérben kifejezett CAB:LUC+ (A és
F), CCAL:LUC+ (B és G), PRRI:LUC+ (C és H), TOC1:LUC+ (D és 1), vagy GIl:LUC+ (E és J)
novényeket 7 napon keresztiil, 12 o6ra fehér/12 o6ra s6tét cikluson tartottuk, majd kiilonboz6 intenzitast
folyamatos vorGés fénybe helyeztiik ©ket. Meghataroztuk a ritmikus lumineszcencia-valtozasok
szabadonfut6 periédushosszat (A-E), és fazisat (F-J). A fazis értékeket a cirkadian id6ben (CT) fejeztiik ki
(korrekci6 a periédushosszra nézve). A hibasavok az atlag szorasat mutatjak (SE). Az adatokat kétmintas t-
probéaval elemeztiik (Student’s t-test). A Col-0 és a phyB-9 kozotti statisztikailag jelentés kiilonbséget
csillaggal jel6ltik. **P<0.01, *P<0.05.
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Ezekbdl az eredményekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a PHYB kiilonb6z0 mindségii
és/vagy er6sségli bemeneti jelet tovabbit a ndvényi cirkadian ora kozponti oszcillatoranak
reggeli (CCAL1, PRR9) ill. esti (TOC1, Gl) szabalyoz6 kdreihez, ami végsé soron a két

szabalyoz6 kor szétkapcsolodasahoz vezethet bizonyos korilmeények (fényviszonyok)
mellett.
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5.4. A kiilonb6zé PHYB-valtozatok cirkadian funkcidjanak vizsgalata allando

vords fényben

A kovetkez6 kisérleteink soran azt vizsgaltuk, hogy a PHYB receptor melyik szakasza
szilkséges a cirkadian oOrat szabélyozd vords fényjelek kdzvetitéséhez. Ennek érdekében
végeztilk el a CCA1 és TOC1 mRNS ritmusok analizisét kvantitativ valos ideji PCR
segitségével vad tipusd, phyB-9, ill. a kiilonb6z6 komplementalt vonalakban. Kisérleti
koriillményként kdzepes intenzitast folyamatos vords fényt (50 pmol m?s™) alkalmaztunk,
mivel el6z6 eredményeink alapjan valamennyi Oragén transzkripcidja periddushossz-
valtozast mutatott ilyen kérulmények mellett (5.5. B-E &bra). A mintavételt a folyamatos
vords fény bekapcsolasat kovetd 60. oratol kezdtiik, majd 3 oras gyakorisaggal folytattuk 3
napig. Az 5.6. dbran tisztan kivehetd, hogy a CCAl és a TOCL gének kifejez6dése
hosszabb periédust mutat a phyB-9 ndvények esetében, ami aldtamasztja az eddigi
eredményeinket (5.5.B és D). Léthat6 az is, hogy a PHYB hianyaban a CCAL1 kifejez6dés
ritmusénak amplitudéja kisebb lett, de a TOC1 kifejez6dés amplituddja nem csokkent
jelentésen. A BFL, a B651-NLS és a B450-NLS teljesen helyredllitottak a vad tipusra
jellemz6 periddust a CCAL és TOC1 esetében is, azonban a B651-NES és a B410-NLS a
phyB-9 mutansra jellemz6 fenotipust mutattak. Ezen tulmenden, a CCAl és a TOC1
kifejez6dés amplitidoja jelentésen megnovekedett a BFL novényekben (5.6.A és F). A
B651-NLS csak a CCAl kifejezodés amplitiddjaban mutatott hasonld novekedést (5.6.B
dbra), mig a tobbi PHYB verzi6 hatastalan volt a ritmikus mRNS akkumulacid
amplitiddjara. A periddushossz a cirkadian o6rak miikodését leird kvantitativ jelleg, de
becslése nehéz és pontatlan, ha csak ritmikus mRNS adatok allnak rendelkezésre. Annak
érdekében, hogy az egyes PHYB verziok komplementacids képessegét precizen
osszehasonlithassuk, a CCR2:LUC + markert épitettik be a kiillonboz6 hatterti
novényekbe. Az 5.7. &bra mutatja a folyamatos vordés fénnyel (50 pmol m? s?)
besugérzott névények CCR2:LUC+ kifejez6désének periddushosszait. A CCR2:LUC+
kifejez6dés periddusa korulbelil 1 6raval volt hosszabb a phyB-9 hatterii ndvényekben a
vad tipushoz viszonyitva. A mRNS adatokkal egyez6en a BFL és a B651-NLS teljes
meértékben komplementélta ezt a fenotipust, mig a B410-NLS nem.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a PHYB N-termindlis szakaszanak els6 450
aminosavat tartalmazdé része teljesen aktiv a folyamatos vords fény orahoz torténd

jelatvitelében, tovabba, hogy ezt a funkciot a PHYB csak a sejtmagban képes ellatni.
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5.6. dbra. A phyB-9 novények hosszU periddus fenotipusanak helyreallitdsa N-terminalis PHYB
fragmentumok kifejeztetésével folyamatos vords fényben.

A vad tipusi Col-0, a mutans phyB-9 , és a phyB-9 hattérben BFL (A és F), B651-NLS (B és G), B651-
NES (C és H), B450-NLS (D és 1) és B410-NLS (E és J) fehérjéket kifejez6 transzgenikus vonalakat 7
napon keresztiil 12 6ra sotét/12 éra fény cikluson, majd 50 umol m? s™ intenzitast folyamatos véros
fényben neveltiik. A mintakat a voros fény bekapcsolasat kovetd 60. oratol kezdtiik el szedni, 3 dranként. A
CCAl (A-E) és a TOCL (F-J) mRNS szinteket qRT-PCR segitségével hataroztuk meg. Az abrak a
TUBULIN2/3 szintekkel normalizalt értékeket mutatjak. Az egyes gorbék a Col-0 (z6ld vonal), a phyB-9
(piros vonal), és a komplemental6 vonalak (kék vonal) adatait abrazoljak. -
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5.7. abra. A phyB-9 ndvények komplementéaciojanak kvantitativ analizise. A
CCR2:LUC+ cirkadian markert beépitettiik a Col-0, a phyB-9, a BFL, a B651-NLS és a
B410-NLS hatteri novényekbe. A ndvényeket 12 ora fehér fény/12 ora sétét koriilmények
kozott tartottuk 7 napig, majd 50 pmol m? s™ intenzitast folyamatos vords megvilagitast
alkalmaztunk. A CCR2:LUC+ lumineszcenciat 2 éranként mértiik, majd a mérés végeztével
meghataroztuk a periédushosszt. A hibasavok az atlag szérasat mutatjak (SE).

5.5. A PHYB éltal kdzvetitett voros fény pulzusok hatadsa az 6ra beadllitasara

A sotétben szabadonfutd cirkadian 6ra a rovid fény besugarzasokra jellegzetes fazis
eltolodasokkal valaszol. Ez az eltoldodas ,,késés” vagy ,,sietés” lehet, attol fliggden, hogy az
ora fizisa épp milyen idét mutat, amikor a fény pulzust megkapja. Altalanossagban
elmondhatjuk, hogy a szubjektiv éjszaka els6 felében alkalmazott besugarzas faziskésest,
mig a szubjektiv nappal masodik felében vagy a szubjektiv nappal elsé részében adott
fénykezelés pozitiv faziscsiszast (sietést) okoz (Covington és mtsai, 2001). Yanovsky és
munkatarsai kimutattak, hogy a PHYB szerepet jatszik a cirkadian orat érinté voros fény-
pulzusok kozvetitésében, mivel egy PHYB-hidnyos muténsban a levélmozgas ritmusa
jelentdsen kisebb mértékii faziscsuszast mutatott a fénykezelést kovetden, mint a megfeleld
vad tipusban (Yanovsky és mtsai, 2001). Kisérleteink kovetkezé csoportjaval
megvizsgaltuk a PHYB kiilonb6z6 hosszlisaghi szakaszainak miikodését a pulzus-szeri
beallitds folyamataban. A kisérletekhez a CCR2:LUC+ markert hordozd, kiilonb6z6
genetikai hattert ndvényeket haszndltuk. A ndvenyeket 7 napig neveltik normélis

fény/sotét ciklusokon, majd folyamatos sotétbe helyeztiik oket és kovettik a
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lumineszcencia Vvaltozasait. ZT41 idépontban (els6 szubjektiv éjszaka elsd fele, lasd az
Irodalmi Attekintés-t) a novények felét erés voros fény-pulzussal kezeltiik, majd folytattuk
a lumineszcencia mérést. A meérés végeztével hatdroztuk meg a fazis eltolodésokat, a
besugarzott és nem besugarzott, kontroll névényekben mért CCR2:LUC+ ritmusok
fazisanak dsszehasonlitasaval. Az 5.8. &bra mutatja, hogy a vad tipusi ndvényeknél 6 dras
faziskésés volt tapasztalhatd, mig a phyB-9 novényeknél a valasz mértéke jelentGsen
csokkent, de nem sziint meg teljesen. Hasonldoan a periddushossz fenotipus
tipusu vélaszt, de a B410-NLS nem miikodott.

Ezek az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a PHYB N-terminalis szakaszai
nem csak az dra periddushosszat szabalyozd folyamatos fény hatésat tudjak kodzvetiteni,

hanem a rovid fény impulzusok hatasat is az 6ra fazisanak beallitasara.
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5.8. dbra. A 651 aminosavat tartalmazé PHYB N-terminalis szakasz elegendé
a voros fénypulzusok altal indukalt éra beallitashoz.

A CCR2:LUC+ markert kifejezé Col-0, phyB-9, BFL, B651-NLS és B410-NLS
novényeket 12 oOra fehér fény/12 ora sotét cikluson neveltiik 7 napig, majd az
utolsd fény-sotét atmenetnél sotétbe helyeztik azokat. A CCR2:LUC+
lumineszcenciat oranként mértiik. Alland6é sotétben, 29 éra milva (ZT41) a
novények felét 1 6ras 100 pmol m? s™ intenzitasi vords fénybesugarzéssal
kezeltik, majd folytattuk a mérést sotétben. A fényindukalt fazisvaltozasokat a
kezelt, ill. a nem kezelt novényekben mért CCR2:LUC+ ritmusok fazisanak
Osszevetésével hatdroztuk meg. A féaziskéséseket cirkadidn idében (CT) kifejezve
abrazoltuk. A hibasavok az atlag szérasat mutatjak (SE).
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5.6. A B410-NLS fuziés fehérje a PHYB receptor kromofér kdtésére képtelen,

inaktiv valtozata

A fitokrom fotoreceptorok miikddésének alapvetd feltétele a kromofor csoport
kapcsolodasa a fitokrom apoproteinhez. A fény elnyeléséért a kromofor felelés és a
kromofor fényindukalt izomerizaciojat kdveti az apoprotein konformacié-valtozasa. Ennek
soran alakul az aktiv Pfr forma, amely a fitokromok &ltal indukalt valaszokért felel6s.

Mivel a B410-NLS forma egyetlen altalunk vegzett kisérletben sem mutatott még részleges
funkciot sem, felmeriilt annak a lehetdsége, hogy a legrovidebb csonka PHYB verzid nem
képes a kromofor kdtésére. Ennek eldontésére megvizsgaltuk mindharom altalunk készitett
PHYB verzi6 kromoforkoté képességét az Un. cink-blott modszerrel. A fehérjéket
baktériumban termeltettilk, izolaltuk és tisztitott kromoforral inkubaltuk, melynek soran a
fitokrom apoproteinek képesek kovalensen magukhoz kapcsolni a kromofér molekulékat.
Ezt kovetben gélen elvalasztottuk a fehérjéket, majd blottolas utan a filtert cink-acetat
oldattal kezeltik és UV-fény alatt értékeltiik. Az 5.9 dbra mutatja, hogy a 651 és 450
aminosavat tartalmazé formak képesek a kromofdr kotésére, amit a kromofoér altal Zn
jelenlétében kibocsatott fluoreszcencia bizonyit. Ezzel szemben a 410 aminosavat

tartalmazo verzid nem mutatott értékelhetd kotést.

GST- GST- GST-
B651 B450 B410

120 —

100 — CBB-festés
85— Lol

70—

Zn-blott

5.9. abra A 410 aminosavat tartalmazé N-terminéalis PHYB valtozat nem képes kromofér kotésére
A kilonbozd csonka PHYB formékat baktériumban termeltettik GST-fUzids fehérék formajdban. A
tisztitott fehérjéket kromoforral inkubaltuk, SDS-poliakrilamid gélen valasztottuk el, majd Coomassie
Brillant Blue (CBB) festéssel ellendriztiik integritasukat. Blottolds utan UV fény alatt detektaltuk a
kromofér csoport Zn++ ionok jelenlétében megfigyelhetd fluoreszcenciajat (Zn-blott).
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5.7. APHYB hatasa az 6réara folyamatos fehér fényben

Bar a PHYB kizardlag voros fény elnyelésére képes receptor, a phyb mutéansok
fotomorfogenikus fenotipusa (hosszd hipokotil) fehér fényben is nyilvanval6. Ezért
keltettek érdekl6dést azok a kisérletek, amelyek taniséga szerint phyb mutéansokban a
CAB2:LUC markergén  ritmikus kifejez6dése nem mutat periédushossz-valtozast
folyamatos fehér fényben. Ez arra utalna ugyanis, hogy a fenti fényviszonyok (vagyis a
természeteshez kdzeli) mellett a PHYB nem tovabbit jeleket az 6ra felé. Ezt tisztazando, az
elérhetd6 LUC markerek segitségével megvizsgaltuk az oragének, ill. kimeneti gének
ritmikus kifejez6dését vad tipusi és phyB-9 muténs ndvényekben folyamatos fehér
fényben. Meglep6 modon azt tapasztaltuk, hogy a PRR9 kivételével, az dsszes Gragén
kifejez6dése rovid periddust mutatott a phyB-9 mutans ndévények esetében (5.10.A ébra).
A CCAL:LUC+ és a TOC1:LUC+ kifejez6désének fazisa nem valtozott, de a GI:LUC+ és
a PRR9:LUC+ kifejez6dése faziscsuszast mutatott a phyB-9 novényeknél (5.10.B 4bra).
A CAB2:LUC+ kifejezddése nem mutatott periddusvaltozast az altalunk hasznalt phyB-9
hatterii novények esetén. Ellenben, egy masik cirkadian kimeneti marker, a CCR2:LUC+
kifejez6dése jelentés periodus rovidilést mutatott a mutans hattertt novényeinknél.

Az eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PHYB miikddésében tortént mutaciok
kiilonboz6képpen hatnak a cirkadian oszcillatorra folyamatos fehér és vords fény esetén,
amely egy dsszetett kdlcsdnhatast feltételez az dra felé vezetd, vords és kék fény jelatviteli
utvonalak kozott.

A komplementacids tesztet erre az egyedi cirkadian fenotipusra nézve is elvégeztik. Az
5.10.C abra mutatja, hogy csak a teljes hosszisdgd PHYB volt képes a helyreéllitani a
CCR2:LUC+ vad tipusi periddusat. Megéallapithatjuk tehdt, hogy a vords fénnyel
ellentétben, a fehér fény esetében a PHYB C-terminélis doménje is szikséges és

nélkilozhetetlen az 6ra megfeleld beéllitdsahoz.
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5.10. dbra. A phyB-9 névények cirkadian fenotipusa folyamatos fehér fényben. A transzgenikus
novények 12 6ra fehér fény/12 6ra sotét koriilmények kozott nevelkedtek 7 napig, majd 60 pmol m? s
intenzitést folyamatos fehér fénybe helyeztiik 6ket.
A, CCAL:LUC+, TOC1:LUC+, GI:LUC+, PRR9:LUC+, CAB:LUC+ vagy CCR2:LUC+ markergének
periodushosszai Col-0 (fekete oszlopok) vagy phyB-9 (fehér oszlopok) hattérben.
B, CCAL:LUC+, TOC1:LUC+, GI:LUC+, PRR9:LUC+, CAB:LUC+ és a CCR2:LUC+ markergének

kifejez6désének fazisai Col-0 (fekete oszlopok) vagy phyB-9 (fehér oszlopok) hattérben.

C, A CCR2:LUC+ periédushossza Col-0, a phyB-9, a BFL, a B651-NLS, és a B410-NLS novényekben.
A hibasdvok az 4tlag szérdsat mutatjdk (SE). A Col-0 és a phyB-9 kozotti statisztikailag jelentGs
kulénbséget csillaggal jel6ltik. **P<0.01, *P<0.05.

64



6. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

A PHYB a fényen nétt Arabidopsis ndvények legfontosabb vords/tavoli voros fényt
elnyel6 fotoreceptora. Szamos kisérlet bizonyitja, hogy a PHYB jeleket tovabbit a
fotomorfogenezis és a virdgzas szabalyozdsahoz, tovabba a cirkadian o6ra bedllitdsahoz.
Ennek kovetkeztében a phyB mutansokra a hosszu hipokotil, a korai virdgzas és a hosszu
periddusu cirkadian ritmus jellemz6, specialis fénykorilmények mellett (Reed és mtsai,
1993; Somers és mtsai, 1998; Endo és mtsai, 2005).

A PHYB receptor két f6 doménbdl all: a kromoforkotd fényérzékelé N-termindlis
doménbdl, és a hisztidin kindz-szerti aldomént és a dimerizacioért ill. a sejtmagi importért
felel6s fehérje motivumokat tartalmaz6 C-terminalis doménbél. Ismeretes, hogy a PHYB
N-termindlis doménjének dimerjei - amennyiben idegen NLS motivum
hozzdkapcsolasival biztositottdk a sejtmagba jutdsukat - a teljes PHYB funkcidjival
rendelkeznek mind a fotomorfogenezis, mind a viragzasi id6 szab&lyozéaséra vonatkozdan
(Matsushita és mtsai, 2003). Mas szoval, a hisztidin kinaz domén nélkiilozhet6 a PHYB
ezen funkcidihoz, és a C-terminalis rész 6 feladata, hogy lehetdséget nyujt a dimerizaciora
¢s ellendrzi a fehérje belépését a sejtmagba.

Kisérleteink egyik célja annak megallapitasa volt, hogy mennyiben jarul hozz4 az N-
termindlis domén a PHYB cirkadian funkcidjihoz, vagyis a voros fényjeleknek a cirkadian
oszcillatorhoz val6 kodzvetitéséhez. Ennek érdekében génkonstrukcidkat készitettiink,
amelyek a PHYB N-terminélis 651 aminosavat tartalmazé doménjét, a hozza kapcsolt YFP
riporter-fehérjét, dimerizaciés motivumokat és NLS vagy NES elemeket tartalmazé fuzios
fehérjéket (B651-NLS vagy B651-NES) kddoltak. A génkonstrukcidokat a CaMV 35S
promoterének irdnyitasa alatt fejeztettik ki a phyB-9 funkcidvesztéses mutans hattérben
(Reed és mtsai, 1993). Kimutattuk, hogy a f0zios fehérjék az YFP-hez kapcsolt teljes
hosszusagih PHYB (BFL) fehérjékhez hasonld szinten fejezédtek ki az analizisre
kivalasztott vonalakban (5.1.B abra). A BFL fehérjét szintén a phyB-9 muténsban
fejeztettiik ki, és kontrollként hasznaltuk kisérleteink sorén. A fzids fehérjék sejten beliili
elhelyezkedését az YFP-fluoreszcencia segitsegevel kovettilk (5.2. bra, 5.3. dbra). A
fenti vizsgalatok révén egyrészt ellendriztiik, hogy a viszonylag bonyolult, sok tagbdl
felépiild fuzios fehérjék sejten bellli elhelyezkedése a vart mintazatot mutatja, masrészt
biztositottuk, hogy a tovabbi részletes analizisre olyan transzgenikus vonalakat valasszunk

ki, amelyek megfelel6 szinten termelik az N-terminalis PHY B fragmentumokat.
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A fény bemeneti jelétviteli Gt két modon jarulhat hozza a cirkadian oszcillator
beallitasahoz a megvilagitds idétartamatol fiiggden. Allandd megvilagitas mellett, a
szabadonfutd periddushossz rovidil a fényintenzitas novelésével (parametrikus beallités).
Alland6 sotétben, rovid fénypulzusok alkalmazasa faziskésést vagy faziscsuszast idéz elé
az oszcillatorban, ezaltal a cirkadian ritmusokban is (nem-parametrikus beallitas; Devlin és
Kay, 2001). A PHYB fotoreceptor &ltal kozvetitett vords fényjelek mindkét tipusi
beallitdsban fontos szerepet jatszanak (Somers és mtsai, 1998; Yanovsky és mtsai, 2001).
Az 55. és az 5.6. dbra a kozponti oszcillator génjeinek hosszu periddusu ritmikus
kifejez6dését mutatja phyB-9 ndvényekben a vad tipust ndvényekhez képest, 50 pmol m™
s intenzitast folyamatos véros fényben (a parametrikus beéllitas zavara). Az 5.8. abra
mutatja, hogy a PHYB funkci6 hidnyaban csokken az oszcillator voros fénypulzusok altal
kivaltott fazisvalasza (a nem-parametrikus beallitas zavara).

Eredmeényeink megmutattdk, hogy a B651-NLS, a teljes hosszusagu PHYB-hez (BFL)
hasonléan, hatékonyan helyreallitotta a phyB-9 hianymutansok ezen fenotipusait. Erdekes,
hogy a BFL (és a B651-NLS) novényekben a CCALl mRNS ritmikus kifejezédésének
amplitaddja jelent6s novekedést mutatott, de periddusa nem lett rovidebb. Leirtdk, hogy a
PHYB tultermelése a CAB:LUC kifejez6dés periddusanak rovidulését eredményezi
folyamatos vords fényben (Somers és mtsai, 1998; Hall és mtsai, 2002), és korén viragzik
rovid- és hossztinappalon egyarant (Bagnall és mtsai., 1995). A BFL cirkadian és viragzasi
id6 fenotipusdnak hidnya valosziniileg annak koszonheté, hogy a kivalasztott BFL
vonalakban a PHYB fehérjeszint hasonld lehet a vad tipusi novényekben mérhet
szintekhez. Ezzel szemben, a korabbi kisérletek soran hasznalt PHY B-tultermel6 vonalak a
vad tipusnal mintegy 15-sz6r magasabb PHYB fehérjeszinttel rendelkeztek. A BFL és a
B651-NLS ndvényekkel szemben, a B651-NES képtelen volt a CCAL ill. TOCL1 ritmikus
kifejez6désének PHYB altali szabalyozasat visszaallitani (5.6.C és H abra).

Ezek az eredmények bizonyitjdk, hogy a PHYB N-terminélis doménje minden olyan
funkcidval rendelkezik, amely a voros fény elnyeléséhez, majd jeleknek a cirkadidn drahoz
valé kozvetitésehez sziksegesek. Igazoltuk azt is, hogy a PHYB cirkadian funkcidja, a
fotomorfogenezist és a viragzasi id6t szabalyozd funkcidjahoz hasonldoan, megkoveteli a
PHYB sejtmagi elhelyezkedését.

A sejtmagban elhelyezkedé6 PHYB altal kozvetitett beallitds molekularis mechanizmusa
meg nem tisztazott, de a legvaldsziniibb, hogy a PHYB olyan szabalyozé fehérjékkel 1ép
kapcsolatba, amelyek kozvetlenil vagy kozvetve hatdssal vannak az oszcillator
miikodésére. Az Orara haté proteinek kozul, a ZEITLUPE (ZTL) és az EARLY

66



FLOWERING3 (ELF3) mutatott kdlcsdnhatast a PHYB fehérjével élesztében vagy in vitro
kisérletekben (Jarillo és mtsai, 2001; Liu és mtsai, 2001). A ZTL egy Un. F-box protein,
amely szerepet jatszik a TOC1 fehérjék ubiquitindcidjaban, igy elésegiti azok lebontasat
(Mas és mtsai, 2003). Mivel a TOC1 a kozponti oszcillator egyik komponense,
mennyiségének befolyasolasin keresztiil a ZTL jelentés hatassal van a szabadonfutd
periddushosszra (Somers és mtsai, 2000; Kevei és mtsai, 2006). Az ELF3 egy o¢ra altal
szabalyozott sejtmagi fehérje, amely negativan szabélyozza a fényfiggé bedllitast
(Covington és mtsai, 2001). Kimutattdk ugyanakkor, hogy a ZTL és az ELF3 is a PHYB
C-terminalis doménjéhez kotddik, amely adataink szerint nem sziikséges a voros fénnyel
torténd beallitashoz. Ez azt jelenti, hogy a PHYB a voros fényjeleket nem a ZTL vagy az
ELF3 fehérjéken keresztil tovabbitja az oszcillatorhoz.

Valbjaban a PIF3 transzkripcios faktor az egyeduli olyan fehérje, amely igazoltan
fizikailag kapcsolodik a PHYB N-terminalis részéhez (Shimizu-Sato és mtsai, 2002). A
PIF3 a PHYB mellett kdlcsonhatést mutatott a TOC1 fehérjével is (Yamashino és mtsai,
2003). Mivel a PIF3 potencialisan kotddik a CCAL és LHY gének promdterében taldlhatd
G-box elemhez, altaldnosan elfogadotta valt az a hipotézis, mely szerint a PHYB-PIF3-
TOCL1 fehérje-komplex kozvetlen modon tovabbitja a fényjeleket az egyes kdzponti
Oragének transzkripcidjanak szabélyozashoz (Martinez-Garcia és mtsai, 2000). Ezen
talmenéen bebizonyitottdk, hogy a PIF3 faktorral rokon szerkezetii és funkcidja PIF1,
PIF4 és a PIF5 is képesek kdlcsdnhatdsba Iépni a TOC1 fehérjével (Yamashino és mtsai,
2003), ami tovabb erdsitette a fent vazolt elképzelést. A tovabbi vizsgalatok azonban
kideritették, hogy a PIF fehérjék mutéacioja vagy taltermeltetése nincs hatassal a névényi
cirkadian 6ra beallitasara (Fujimori és mtsai, 2004; Viczian és mtsai, 2005). Ez azt jelenti,
hogy a PIF transzkripcios faktorok valdsziniileg nem a végsé elemei a PHYB altal az
6rahoz kozvetitett voros fény bemeneti oldalanak. Ujabb adatok szerint a PIF fehérjék
(pl. ritmikus hipokotil megnyulas, Nozue és mtsai, 2007). Osszegezve az eddigieket: annak
felfedezése, hogy a PHYB kozvetitette fényjel milyen molekularis eseményeken keresztul
vezet a cirkadidn oszcillacio sebességének, vagy fazisanak megvaltoztatdsdhoz, meg varat
magara.

Oka és munkatarsai 2004-ben kozolték, hogy a PHYB N-terminalis doménjének az els6
450 aminosavat tartalmazo rovid darabja kozvetiti a fotomorfogenikus valaszreakciokat,
amennyiben egy idegen NLS motivum hozzékapcsolasaval a csonka receptort a sejtmagba

iranyitottak. Elkészitettik a fenti PHYB verzionak megfelel6 génkonstrukciot, amely a
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PHYB fragmentum mellett dimerizaciés és NLS motivumokat is tartalmazott. A
konstrukciot - a korabbiakhoz hasonléan - phyB-9 mutinsokban fejeztettik ki (B450-
NLS). Ezeknek a transzgenikus vonalaknak az analizise megerdsitette, hogy a PHYB e
rovid N-terminalis szakasza elegend6 a hipokotil megnyulas gatlasahoz (5.4.A &bra), és
ravilagitott arra, hogy ez a szakasz képes a periodushossz szabalyozasat végzé vords
fényjelek tovébbitdsara is. Az 5.6.D és | abrak szemleltetik, hogy a B450-NLS
helyreéllitia a CCA1 és TOC1 vad tipusu expressziés mintazatat. Eredményeinkbdl az is
kovetkezik, hogy a PHY al-domén, amelyet a B651-NLS még tartalmaz, de a B450-NLS
fehérjébol mar hidnyzik, nem sziikséges a PHYB bedllit6 funkciojahoz. A
fotomorfogenezistdl és a cirkadian fenotipustol eltéréen, a phyB-9 korai viragzas
fenotipusat nem hozta helyre a B450-NLS. Az 5.4.B 4bra mutatja, hogy a hossztnappalon
(16 ora feny/8 oOra sotét) novekedett B450-NLS ndvenyek ugyanakkor virdgoztak, mint a
phyB-9 mutansok. Ez a megfigyelés rdmutat arra, hogy a PHY al-domén kotShelyet
szolgéltathat egy, még ismeretlen faktornak, ami azt a jelet tovabbitja, amely a CO fehérje
destabilizacidjahoz és végsé soron a viragzas késleltetéséhez vezet. Azok a megfigyelések,
melyek szerint a PHYB hatéssal van a CO fehérje szintekre, és a phyB mutans novenyek
korai virdgzas fenotipusa fuggetlen a nappalhosszUségtdl, mar korabban is jelezték, hogy a
phyB mutansok korai virdgzasa nem a modosult Oramitkodésbdl kdvetkezménye.
Eredmeényeink alatdmasztjdk ezt kdvetkeztetést, mivel a B450-NLS ndvények vad tipusu
cirkadian ritmusokat hoznak létre, habér a phyB-9 mutians novényekre jellemz6 korai
viragzas fenotipust mutatjak.

Céljaink kozott szerepelt az is, hogy meghatrozzuk azt a minimalis PHYB szakaszt,
amelyik még mikodoképes a sejtmagban, ezért olyan transzgenikus novényeket is
elééllitottunk, amelyekben a PHYB 410 aminosavat tartalmaz6 csonkolt darabja (B410-
NLS) volt kifejeztetve. Annak ellenére, hogy ez a verzié csak 40 aminosavval rovidebb a
B450-NLS véltozatnal és a B651-NLS fehérjéhez hasonld szinten fejez6dott ki, a B410-
NLS még csak részlegesen sem allitotta helyre a phyB-9 mutansokra jellemz6 fenotipusok
egyikét sem. Meg kell jegyezniink, hogy a B651-NLS és a B450-NLS verziok hatasa
szigorian fényfliggd volt, sdtétben is miikddo jelatviteli mechanizmusnak nem volt nyoma
(Matsushita és mtsai, 2003; Oka és mtsai., 2004). Ez azt jelenti, hogy pusztdn a PHYB
fragmentumok sejtmagba juttatdsa még nem inditja be a fényfliggd jelatviteli utakat; ennek
clofeltétele a PHYB fényindukalt konformaciovaltozasa. A fényindukalt P,—Ps
fotokonverzids atalakuladshoz a kromoférnak csoportnak a PHYB apoproteinhez kell

kapcsolodnia. A kromofér kapcsolédasa enzimatikus folyamat, amelyet a fitokromok N-
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termindlis részén talalhato bilin-liaz al-domén katalizal. A folyamat fitokrom apoprotein is
kromofor jelenlétében in vitro is mikodik. Ezt hasznalja ki az un. ,,Zinc blot” médszer,
amelyet a kiilonb6z6 PHYB valtozatok kromoforkoté képességének, vagyis a bilin-liaz al-
domén funkciojanak ellendrzéséhez hasznéltunk (Oka és mtsai, 2004). Az 5.9. &bra
szemlélteti, hogy a B651 és a B450 képes volt autoligalni, vagyis megkdétni a kromofort.
Ellenben a B410 valtozat esetében nem tapasztaltunk kromofér kétést, ami arra utal, hogy
a B410-es delécio elrontotta a bilin-lidz domén mitkodését.

Az 6ragének kifejez6désének kvantitativ analizise a phyB-9 mutans hattérben elére nem
vart Osszefliggésekre mutatott ra a cirkadian oszcillatorhoz vezeté fény-bemenet jelatviteli
rendszerének mikodésében. A névenyi cirkadian oszcillator harom,
transzkripcion/transzlacion alapuld, negativ visszacsatoldssal szabalyozott regulacios kort
tartalmaz. A ,,reggeli” kor a CCAL/LHY és a PRR7/9 gének/fehérjék kapcsolatan keresztul
miikodik, az ,.esti” kor a TOCL és az Y/GI kozti szabalyozason alapul, és e két kdr 6ssze
van kapcsolva egy harmadik, kozponti kor révén, amelyet a CCA1/LHY, TOC1 gének és
egy meg ismeretlen X faktor épit fel. Vad tipust ndvényekben, szabadonfutd kortlmények
mellett, ezek a szabalyozd korok fogaskerekekhez hasonléan egyméshoz kapcsolddnak,
ezért az emlitett gének ritmikus kifejez6dése is kapcsolt egyméshoz. A ndvényi cirkadian
6ra matematikai modellje szerint elméletileg elképzelhetdek olyan specialis koriilmények,
mikor a reggeli és az esti kdrok nem tudnak tokéletesen kapcsolédni, ezért a két kort alkotd
Oragének szabadonfutd periddusa eltérhet. llyen specialis korilmény lehet példaul az X
faktor funkciojanak gatlasa. Az 5.4. &bra adatai szemléltetik, hogy a PHYB hianya
kiillonboz6képpen befolydsolja a reggeli és az esti korok oszcillaciojanak sebességet
folyamatos vords fényben. A CCAL és a PRR9 (reggeli gének) kifejezédése szignifikans
hosszU periddusu ritmust mutatott phyB-9 ndvényekben a teljes vizsgalt intenzitas-
tartomanyban, mig a TOC1 és a Gl kifejez6désénél kisebb eltérést tapasztaltunk a
periddushossz Valtozasdban. Fontos megemliteni, hogy alacsonyabb, vagy magasabb
intenzitast voros fényben a phyB-9 mutéacioé gyakorlatilag egyaltalan nem volt hatassal az
esti kor ritmusara, mig a reggeli kor oszcillaci6ja ugyanezen korilmények mellett
jelentdsen lassult (hosszabb periodus). Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PHYB receptor
hidnyaban az adott korilmények gyengitették a kapcsolatot a reggeli és az esti kor kozott.
Fontos ismételten hangsulyoznunk, hogy az egyes gének kifejez6désének periddushosszat
promater:luciferdz markerek segitségével hataroztuk meg transzgenikus névényekben. A
konstrukcidkat elsddlegesen vad tipusi novényekbe transzformaltuk, majd az egyes

kivalasztott vonalakbdl keresztezéssel juttattuk phyB-9 héttérbe. Ez azt jelenti, hogy egy
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adott konstrukciét (pl. CCAL:LUC+), vad tipusu és phyB-9 hattérben is ugyanaz a
transzgén képvisel. Ez azért fontos, mert a transzgén genomba épiilésének helye jelentds
hatassal lehet a transzgén kifejez6désének szintjére és mintazatara is. Mivel ebben a
tekintetben nincs kiilonbség a vad tipusu és a muténs hattérben talalhaté markergén kozott,
a két hattér kozott mérhetd kiilonbség csakis a PHYB hianyanak koszonhetd.

Ezzel szemben, a kiilonb6z6 markergének (pl. CCALl:LUC+ és PRR9:LUC+)
természetesen kiilonbozo, fliggetlen transzformacios esemény sordn épiiltek a genomba,
ezért az inszerciok genomi kornyezete eltérd, ami eltér6 modon hat a transzgének
kifejezddésére. Igy eléfordulhat, hogy pl. a CCA1:LUC+ és PRRO:LUC+ latszolag eltéré
periddust mutat akér vad tipusu hattérben is. Annak eldontésére, hogy ez a kiillonbség valds
vagy csupan technikai hiba, nagysz&mu fliggetlen transzgenikus vonal atvizsgélasa
szlikséges, amit egyelére még nem allt moédunkban elvégezni.

Mas szavakkal kifejezve: egy adott marker kifejez6dését 6sszehasonlithatjuk vad tipusu és
phyB-9 novényekben, de a kiilonbdzé markerek periodusat nem hasonlithatjuk egymashoz
korrekt madon.

Habar a PHYB szerepe tovabbra sem vildgos a latszolagos szétkapcsolddésban,
eredményeink ravildgitottak a novényi cirkadian oszcillatorhoz vezet6 fénybemeneti oldal
molekularis mechanizmusainak bonyolult dsszefliggéseire. Ezt a komplexitast fokoztak a
phyB-9 mutans ndvényeken folyamatos fehér fényben végzett vizsgalatok eredményei (5.6.
abra). Adatainkbol kider(l, hogy a PHYB ellentétes hatassal van az 6ra miikddésére voros,
ill. fehér fényben, mivel a phyB-9 mutinsokban a szabadonfut6 periddus vords fényben
hosszabb, mig fehér fényben rovidebb, mint a megfelel vad tipusu novényekben. A fehér
fény forrdsaként hideg-fehér fluoreszcens csoveket hasznaltunk, amelyek kékben gazdag
fényt bocsatanak ki. Mas kutatécsoportok viszont beszamoltak arrdl, hogy a PHYB hianya
nincs hatdssal a periddushosszra monokromatikus kék fényben (Devlin és Kay, 2000).
Ezért fontos kiemelnink, hogy az alkalmazott fehér fény semmiképpen sem tekinthetd
monokromatikus kék fénynek: a phyB-9 novények hosszi hipokotilt mutattak az
alkalmazott fehér fényben, ami bizonyitja, hogy az jelentds, a PHYB aktivaci6jdhoz
elegend6 voros komponenst is hordozott. Mindezek alapjan ugy véljuk, hogy a phyB-9
mutansok révid periddusu fenotipusa az orat szabalyozo voros es kék fény jelatviteli utak
szimultan aktivacidja sorén jelenik csak meg és a vords fénnyel aktivalt PHYB kék
jelatvitelre gyakorolt negativ hatdsdval magyarazhat6. Ezt a hipotézist erdsiti az a tény is,
hogy az 6tsz6rds phy mutans novenyekben a levélmozgés ritmusa nagyon jelent6s rdvid

periddus fenotipust mutat folyamatos fehér fényben (Strasser és mtsai, 2010), ami arra utal,
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hogy az 6ra kék fény bemeneti oldala a fitokromok aktivacioja altal gyengul. A fitokroémok
hidnyaban ez a gatlas megsziinik, a kék jelatvitel jelentdsen erdsodik az ora irdnyaba, ami
az Aschoff-szabalynak megfeleléen rovid periodust okoz. Mivel a PHYB receptornak
pozitiv hatdsa van a CRY2 jelatvitelében (Mas és mtsai, 2000), a kék fény bemeneti
oldalnak egy masik Utja lehet érintett. Az oszcillatorhoz tartd vords és kék jelatviteli utak
kolcsonhatasa ugyan még tisztazasra var, de igazoltuk, hogy a PHYB fontos, egyfajta
integralo szerepet jatszik ebben. Ezen tilmenden kimutattuk, hogy a BFL képes
helyreéllitani a phyB-9 révid periddusat fehér fenyben, de a B651-NLS nem (5.10.C &bra).
Mivel BFL és a B651-NLS fehérjék kifejez6dése hasonld szintet mutatott (5.1.B dbra), a
adddhat. Ez azt jelenti, hogy folyamatos fehér fényben a vords és a kék fénybemenet

megfeleld kolesonhatasahoz a PHYB C-termindlis szakasza is sziikséges.
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7. OSSZEFOGLALAS

A dolgozatban bemutatott munka f6 célja a fitokrom B (PHYB) fotoreceptor
cirkadian ora beéllitasaban bet6ltott szerepének melyebb megértése volt. A kérdéskort két
iranybol kozelitettik meg. Egyrészt megvizsgéltuk, hogy a PHYB hianya (a phyB-9
mutansban) milyen hatdssal van az oOrara, azon beliil az orat felépitd szabalyozo korok
mitkodésére és az egyes oOragének ritmikus kifejezodésére kiilonbozd fényviszonyok
mellett. Masrészt kiillonb6z6 N-termindlis csonkolt PHYB fragmentumokat fejeztettiink ki
a phyB-9 héattérben, amelyek segitségevel kideritettiik, hogy a PHYB receptor mely
doménjei hordozzék azt a funkciot, amely szlikséges az elnyelt fényjelek tovabbitasdhoz
az Ora irdnydba. A PHYB delécios sorozat vizsgalata ezen tilmenéen fontos U]
informéciokat szolgaltatott a receptor fotomorfogenezist és virdgzasi idot szabalyozo
szerepérdl is. Fontosabb eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze.

Konstrukcidkat készitettlink az Oragének promotereinek és a luciferdz (LUC+)
riportergén felhasznalasaval. A konstrukciokat (CCALl:LUC+, TOC1:LUC+, GI:LUC+,
PRR9:LUC+) vad tipusu (Col-0) és phyB-9 ndvényekbe juttattuk, majd a transzgenikus
novényeket kiillonboz6 intenzitast folyamatos vords fényben tartva vizsgéaltuk meg ezek
kifejez6désének szabadonfutd periodushosszat és cirkadian fazisat. Az dragének éltalaban
hosszU periddust mutattak a vizsgélt fényintenzitdsoknal a phyB-9 ndvényekben a vad
tipust kontrolhoz képest, de az eredmények preciz elemzése utan egyértelmiivé valt, hogy
val6jdban két csoportra oszthatjuk ezeket a géneket. A CCA1:LUC + és a PRRI:LUC+
valamennyi vizsgalt fényintenzitasnal hosszabb periddust (kb. 1 6ra kilénbséget) mutatott
a phyB-9 ndvenyek esetében a Col-0 ndvényekhez viszonyitva. Ellenben, a TOC1:LUC+
és a Gl:LUC+ esetében kisebb, de szignifikdns kildnbség (kb. 0.5 6ra) mutatkozott a
periddushossz valtozasnal a mutans és vad tipusi novényeket dsszehasonlitva kdzepes
fényintenzitasok mellett. Meglep6 modon, ez a két marker a mutans hattérben nem
mutatott jelentds periodusvaltozast alacsony vagy magas intenzitdsi vords fényben. A
CCAl és PRR9 gének az Un. reggeli, mig a Gl és TOC1 az Un. esti szabélyozd kor
komponensei. Adataink alapjan a phyB-9 mutansban bizonyos fényviszonyok mellett a
reggeli s az esti szabalyozo kor oszcillacidja (amit a koroket alkotd gének kifejezddésének
periddushosszaval jellemezhetiink) eltéré sebességet mutat. Mindezek alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PHYB kiilonb6z6 mindségii és/vagy erésségii bemeneti
jelet tovabbit a novényi cirkadidn dra kdzponti oszcilldtoranak reggeli (CCA1, PRR9) ill.
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esti (TOC1, GlI) szabalyoz6 koreihez az alkalmazott fényintenzitasoktol fiiggden, amelyek
végso soron a két szabalyozd kor szétkapcsolodasahoz vezethetnek.

A fentiekben emlitett transzgenikus novények folyamatos fehér fényben torténd
vizsgalata szintén meglep6 eredményeket adott. Fehér fényben a PHYB receptor a vords
komponens elnyelésében vesz részt €s az ebbdl szarmazo jeleket tovabbitja az 6rahoz.
PHYB hidnydban ezek a jelek nem jutnak el az oszcilldtorhoz, ezért a vords fenyben
kapott eredményekhez hasonl6an azt vartuk, hogy a phyB-9 ndveények hosszabb periddust
mutatnak a vad tipust kontrollhoz képest. Ezzel szemben a vizsgalt gének (pontosabban
promoter:LUC+ konstrukciok) tobbsége egyértelmi rovid periddust mutatott. Az dltalunk
hasznalt fehér fény a vords mellett jelentds kék komponenst is tartalmazott, viszont
ismert, hogy a PHYB nem képes a kék fény elnyelésére. Ezért eredményeink
legvalosziniibb magyarazata az, hogy a voros fénnyel aktivalt PHYB negativ hatassal van
az oOrat szabalyoz6 kék fény jelatvitelre. A voros és kék jelatviteli utak kolcsonhataséra
mar korabbi eredmények is utaltak, de elsdként sikerllt kimutatnunk, hogy a PHYB
fontos szerepet jatszik ebben.

A komplementéciods kisérletekhez olyan génkonstrukciokat készitettlink, amelyek a
PHYB N-terminalis szakaszdnak 651, 450 vagy 410 aminosav hossz(sigu szakaszat,
idegen dimeriz&ciés és NLS vagy NES fehérjemotivumokat, valamint az YFP
riporterfehérjét kddoltdk (B651-NLS, B450-NLS és B410-NLS, ill. B651-NES). A BFL
konstrukcio, amelyet kontrollként alkalmaztunk, a teljes hosszlsdgu PHYB fehérjét és az
YFP proteint kodolta. A fGzids fehérjéket phyB-9 hattérben fejeztettiik ki a magas szintti
és konstitutiv expresszidt biztosit6 CaMV 35S promoter irdnyitasa alatt. Az elkészilt
transzgenikus vonalakban meghataroztuk a faziés fehérjék kifejezédésének szintjét és a
tovabbi vizsgéalatokhoz olyan vonalakat valogattunk, amelyekben a transzgének
kifejezédése hasonld szintli volt. Fluoreszcens mikroszkopiaval ellendriztiik a termeltetett
fuzios fehérjék sejten beluli elhelyezkedését. Igazoltuk, hogy az NLS motivumot hordozé
fehérjék a fényviszonyoktdl fiiggetlenil a sejtmagban, mig a NES-kapcsolt véltozat a
citoplazmaban fordul el6. A BFL fehérje az elvart fényfiiggd sejtmagi importot mutatta.
Mindezek az adatok azt bizonyitjak, hogy a tovabbi vizsgalatokat megfelelden elkészitett
transzgenikus néveényi anyagon végeztik el.

Els6 1épésben megvizsgaltuk az oszcillaitor miikodését a komplementald
vonalakban kozepes intenzitadsu vords fenyben. Ennek érdekében a CCAl és a TOC1
gének kifejez6désének ritmusat vizsgaltuk mMRNS szinten vad tipust, phyB-9 és
kiilonb6z6 komplementald vonalakban. Kimutattuk, hogy a BFL, B651-NLS és B450-
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NLS valtozatok helyreallitottak a vad tipusnak megfeleld periddust, mig a B651-NES és
B410-NLS novények a phyB-9 mutansokra jellemz6 hossza periddust mutattak.
Eredmeényeink arra utalnak, hogy a PHYB receptor N-termindlis 450 aminosavat
tartalmazé szakasza minden olyan funkciét hordoz, amely a vords fényjelek
tovabbitasdhoz szikséges. Mésrészt bizonyitottuk, hogy a PHYB cirkadidn funkcidja a
receptor sejtmagi lokaliz&cidjat igényli.

Kimutattuk viszont, hogy egyik csonka PHYB verzi6 sem képes a phyB-9 révid
periddusu fenotipusénak helyredllitasara folyamatos fehér fényben. Mivel a teljes
hosszusagl BFL sikeresen komplementalta ezt a fenotipust, adataink arra utalnak, hogy a
PHYB C-termindlis szakasza sziilkséges ahhoz, hogy a voros fénnyel aktivalt PHYB
receptor hatassal legyen az 6rat szabalyozo6 kék fény jelatvitelre.

A phyB-9 mutans novények jellegzetes fenotipusokat mutatnak a fotomorfogenezis
(hosszu hipokotil) és a viragzas (korai viragzas) szabalyozasat illetGen is. Megvizsgaltuk,
hogy az altalunk készitett csonka N-terminalis PHYB verziok képesek-e helyreéllitani
ezeket a fenotipusokat. Kimutattuk, hogy a PHYB N-terminalis 450 aminosavat
tartalmazo szakasza elegendé ahhoz, hogy a receptor kdzvetitse a voros fény gatlo hatasat
a hipokotil megnyulés tekintetében. Ezzel szemben a B450-NLS nem komplementélta a
phyB-9 muténsok korai virdgzasat, mig a B651-NLS hatasos volt ebben a vonatkozésban.
Ez arra utal, hogy a PHYB receptor 450. és 651. aminosav poziciok kozotti szakasza
elengedhetetlen a virdgzas szabalyozasiban. Mivel a B651-NES verzi6 nem mutatott
hatast a vizsgalt fenotipusokat illetden, megallapitottuk, hogy a cirkadidn ora
szabalyozasahoz hasonléan a PHYB fotomorfogenezisben és a viragzas szabalyozasaban
betdltott szerepe is a receptor sejtmagi lokalizacidjat igényli.

A B651-NES verziéhoz hasonldéan a B410-NLS is funkcionélisan inaktiv volt
valamennyi vizsgéltunk soran. lgazoltuk, hogy mig a B651-NES inaktivitdsanak oka a
fehérje kizarésa a sejtmagboél, addig a B410-NLS esetében a kromofér csoport nem
kapcsolodik a csonka PHYB apoproteinhez, igy az nem képes fény elnyelésére.
Fényabszorpcid hidnydban nem alakul ki a fitokromok biolégiailag aktiv P

konformacioja, amely a tovabbi jelatvitel alapvetd feltétele.
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8. SUMMARY

Phytochrome B (PHYB) is the dominant red/far-red light absorbing photoreceptor in light-
grown Arabidopsis plants. PHYB provides signals to regulate photomorphogenesis, to
control flowering and to entrain the circadian clock. Consequently, phyB mutants display
long hypocotyls, accelerated flowering and long periods of circadian rhythms under
specific light conditions. The PHYB receptor folds into two main domains: the
chromophore-bearing photosensory N-terminal domain and the C-terminal domain
containing a histidine kinase-like subdomain and protein motifs for dimerization and
nuclear translocation. It has been demonstrated that dimers of the N-terminal domain of
PHYB possess full PHYB function regarding photomorphogenesis and flowering time
determination it they are targeted to the nucleus by added foreign NLS mofis. In other
words, the histidine kinase domain is dispensable for these functions of PHYB and the
main role of the C-terminal part is to provide a platform for dimerization and to control the
entry of the protein in the nucleus.

In order to test the function of the N-terminal domain to provide light signaling to the
circadian clock, we expressed the 651 aa N-terminal fragment fused to YFP, dimerization
domains and NLS or NES protein motifs (B651-NLS and B651-NES, respectively) in the
phyB-9 background, which lacks any PHYB functions. The fusion proteins, including the
YFP-tagged full length PHYB control (BFL) were expressed at comparable levels and
showed the expected subcellular localization. The light input pathway to the circadian
oscillator mediates two modes of entrainment depending on the duration of illumination. In
constant light conditions, the activity of the input pathway shortens the free-running period
length with increasing light intensity (parametric entrainment). In constant darkness,
however, short light pulses elicit discrete phase advances or delays of the oscillator and
overt circadian rhythms (non-parametric entrainment). Red light signals absorbed by
PHYB contribute to both types of entrainment. We found that rhythmic expression of core
oscillator genes has longer period in phyB-9 plants compared to wild type in continuous
red light at 50 pmol m™ s fluence rate. Ont he other hand, in absence of PHYB function,
red light pulses trigger smaller phase shifts of the oscillator. Our results demonstrated that
B651-NLS was as effective to restore these phenotypes of the phyB-9 mutant as the full
length PHYB. Interestingly, BFL (and B651-NLS) showed significant increase in the
amplitude of mRNA rhythm of CCA1, but did not cause shorter periods. It has been

reported that over-expression of PHYB results in short period of CAB:LUC expression in
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continuous red light and in early flowering under both SD and LD conditions. The lack of
circadian and flowering time phenotypes of BFL can be explained by similar PHYB levels
in BFL and WT plants, in contrast to lines used in the cited studies, which show at least 15-
fold over-expression of the PHYB protein. In contrast to BFL and B651-NLS, B651-NES
was unable to restore PHYB function to regulate rhythmic CCALl or TOC1 expression.
These results demonstrate that the N-terminal domain of PHYB is capable to mediate all
aspects of entrainment of the circadian clock and this function requires nuclear localization
of PHYB. The data presented here also verify previous reports, since B651-NLS, but not
B651-NES restored the photomorphogenic and flowering phenotypes of phyB-9.

The molecular mechanism by which nuclear localized PHYB mediates entrainment is
unclear, but most likely involves interaction of PHYB with regulatory proteins, which
indirectly or directly affect the oscillator. Among such clock-affecting proteins,
ZEITLUPE (ZTL) and EARLY FLOWERING 3 (ELF3) have been shown to interact with
PHYB in yeast or in vitro. ZTL is an F-box protein, which targets TOC1 proteins for
ubiquitination by Skp1/Cullin/F-box (SCF) type E3 ubiquitin ligases and for subsequent
degradation and severely affects the free-running period length. EARLY FLOWERING 3
(ELF3) is a clock-controlled nuclear protein, which attenuates light-induced resetting of
the clock. However, both ZTL and ELF3 bind to the C-terminal domain of PHYB, which is
dispensable for circadian function in red light according to our data; therefore, these
interactions have no relevance to entrainment under these conditions.

In fact, PIF3 has been shown to interact with the N-terminal domain of PHYB Ps. and also
with TOC1. Since PIF3 potentially binds to the G-box element located in the promoter of
CCA1 and LHY genes, the PHYB-PIF3-TOC1 complex could provide a mechanism for
directing regulatory light signals to certain core oscillator genes. It has been shown that
PIF1, 4 and 5 also interact with TOC1. However, misexpression of PIF3 or PIF5 does not
affect entrainment of the plant circadian clock. Although the lack of such phenotypes could
be explained by possible redundant co-action of several PIF3-like transcription factors,
PIFs are probably not the terminal components of PHYB-mediated red light input to the
clock, but rather represent components of clock-controlled output processes (e.g. rhythmic
hypocotyl elongation.

It has been reported that a short fragment containing 450 aa of the N-terminal domain of
PHYB mediates photomorphogenic responses in the nucleus. We created phyB-9 plants
expressing this PHYB derivative in fusion with dimerization and NLS signals (B450-

NLS). Analysis of these transgenic lines verified that the PHY subdomain of the N-

76



terminal part of PHYB is not required for the inhibition of hypocotyl elongation and
revealed that this subdomain is also dispensable for the regulation of period length. We
demonstrated that B450-NLS rescued the wild type expression pattern of CCA1 and TOCL.
Unlike the photomorphogenic and circadian phenotypes, the early flowering phenotype of
phyB-9 was not restored by B450-NLS. B450-NLS plants grown in long day (16h light / 8h
dark) flowered at the same time as phyB-9 mutants. This result is consistent with those
reported earlier. This observation indicates that the PHY subdomain may provide a binding
site for a yet unidentified factor, which is necessary to transmit signals eventually
destabilizing CO protein and delaying flowering. The facts that PHYB acts on CO protein
levels and that the flowering phenotype of phyB mutants is independent of photoperiods
demonstrate that early flowering of phyB mutants does not arise from altered clock
function. Our results further support this conclusion, because B450-NLS plants generate
wild type circadian rhythms, yet display the early flowering phenotype of phyB-9.

In order to define the minimal N-terminal PHYB fragment, which is still functional in the
nucleus, we created transgenic plants expressing a 410 aa derivative of PHYB (B410-
NLS). Despite the fact that this version is only 40 aa shorter than B450-NLS, B410-NLS
was unable to complement any phenotypes of phyB-9 in any assays. It must be noted that
the effect of both B651-NLS and B450-NLS was light dependent and phenotypes
indicating constitutive light-independent signaling were not observed in these plants in
darkness. This means that light-induced conformational change is a prerequisite of the
biological function of these derivatives. In order to undergo light-induced P, < P
conversions, the chromophore must be attached to the PHYB apoprotein. Zn-blots were
used to test the chromophore binding capability of the different PHYB derivatives. We
provided evidence that B651 and B450 were able to autoligate the chromophore. In
contrast, B410 failed to incorporate the chromophore, indicating that the deletion probably
affected the function of the bilin lyase domain.

Quantitative analysis of clock gene expression in the phyB-9 mutant revealed an
unexpected complexity in the function of the light input to the circadian oscillator. The
plant oscillator consists of three interlocked transcriptional/translational feedback loops.
The “morning” loop is operated by interactions among CCA1/LHY and PRR7/9 genes, the
“evening” loop is based on the cross-regulation between TOC1 and Y/GI and the two loops
are coupled by a central loop formed by CCA1/LHY, TOC1 and a yet unidentified X factor.
In wild type plants these loops are coupled together, which is illustrated by stabile and

constant phase relationships of expression of these genes under free-running conditions.
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Theoretically, the morning and evening loops could be uncoupled from each other in
certain conditions, for example as a result of miss-function of X. Our data demonstrated
that loss of PHYB function affect the pace of the morning and evening loops differently.
Expression of CCA1 and PRR9, components of the morning loop, show significant long
period rhythm in phyB-9 over a wide range of fluence rates of continuous red light, but
TOC1 and GI expression display less significant period lengthening. Importantly, at lower
fluences of red light, the pace of the evening loop is not affected by the lack of phyB-9,
whereas the morning loop runs at a lower pace in the same conditions. These data
demonstrate that in these conditions the coupling between the morning and evening loops
has been weakened in phyB-9. Although the exact molecular mechanism of this
phenomenon and the role of PHYB in the apparent decoupling remain unclear, our results
shed light on the complexity of the function of the light input to the plant circadian
oscillator. This complexity was further expanded by the analysis of circadian gene
expression in the phyB-9 mutant in continuous white light. Our data showed that PHYB
has nearly opposite effects on the pace of the clock in red and white light, since circadian
period lengths in the phyB-9 mutant are generally lengthened or shortened in continuous
red or white light conditions, respectively. On the other hand, it has been demonstrated that
the phyB-1 mutation has no effect on period length in monochromatic blue light. The cool
white fluorescent tubes used in this experiment provide light enriched in blue light, but still
emit red light capable of PHYB activation. This is indicated by the long hypocotyls of
phyB-9 seedlings under this condition. It follows that the short period phenotype phyB-9 is
apparent upon simultaneous activation of the red and blue light signaling pathways to the
clock, which could be explained by a negative effect of PHYB on blue light signaling. The
unexpected short period phenotype in continuous white light has been observed for leaf-
movement rhythms in the quintuple phy mutant, also suggesting that blue light input to the
clock is attenuated by the action of phytochrome(s). Since PHYB appears to have a
positive effect on CRY2 signaling, other routes of blue light input may be affected.
However, molecular details of this particular functional interaction between red and blue
light signaling to the clock remain to be elucidated. We showed that BFL, but not B651-
NLS was able to complement the short period phenotype of phyB-9 in white light. Since
the BFL and B651-NLS proteins were expressed at similar levels, the lack of
complementation by B651-NLS is most probably due to absence of the C-terminal domain
of PHYB.
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In conclusion, our data suggest that the nuclear localized N-terminal domain of PHYB is
fully functional in regulating photomorphogenesis, flowering time and red light-dependent
entrainment of the circadian clock. However, the C-terminal domain is essential for proper
circadian entrainment in white light conditions. To explain the requirement of the C-
terminal domain for this process, we propose that this domain mediates integration of the

blue and red light signaling pathways to the clock.
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