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Szeged

A KUTATAS ELOZMENYEI

Az eukariota cirkadian érak magjat az Un. dragének és az altaluk kodolt orafehérjék
alkotjak, amelyek 6sszekapcsol6dd genetikai halozatokat alkotva szabalyozzék
onmaguk és egymas kifejez6dését. E regulacio eredményeképp alakul ki a kb. 24 h
periddussal (cirkadidn: circa dien = kb. egy nap) rendelkezé oszcillacio
elsédlegesen az egyes 6rakomponensek mennyiségében. A ritmikus jel megfeleld
atviteli rendszereken keresztiil szamos életfolyamat szamara kolcsonéz napi
ritmicitast. Az 6ra miikddése révén a kiilonbozé folyamatokat arra a napszakra
1d6ziti, mikor azokra a leginkabb sziikség van. Kisérleti eredmények bizonyitjak,
hogy az ora altal biztositott idobeli szervezettség elromlasa jelentdsen visszaveti az
¢élolények, igy a novények fejlodését is. A preciz iddzités érdekében az oranak a
kornyezettel (kiilsé id6) Osszhangban kell miikddnie. A szinkronizéciot a napi
periodicitast mutatd kérnyezeti jelek segitik, amelyek kozil a leghatékonyabb a
fény (nappalok-éjszakak valtakozésa). A fényt specialis fotoreceptorok
abszorbealjak, majd a jeleket az drakomponensekhez tovabbitjak, amelyek
megvaltoztatasa révén az dra beallitdsa megtorténik.

A novényi (Arabidopsis thaliana) cirkadian oszcillator harom, egymassal
Osszefliggd, negativ visszacsatolason alapuld szabalyozd korbél (hurokbol) all. Az
els6, Un. kozponti korben a reggel kifejez6dd CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCAL)/LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY)
transzkripcios faktorok gatoljak a TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1) gén
kifejez8dését, mig az este kifejez6d6 TOC1 pozitivan szabalyozza a CCA1/LHY
transzkripciojat. A masodik, Un. esti kérben a GIGANTEA (Gl) fehérje serkenti a
TOC1 gén kifejez6dését a délutan és az este folyaman, amig a TOC1 fehérje gétolja
a Gl gén milkodését az éjszaka sordn. A harmadik, Un. reggeli korben a
CCAL/LHY fehérje pozitivan szabalyozza a PSEUDO RESPONSE REGULATOR
7/9 (PRR7/9) gének kifejez6dését a reggeli orékban, a PRR7/9 fehérjék viszont
gatoljak a CCA1/LHY gének kifejez6dését a nappal folyaman. A harom hurok

Osszehangolt mitkddése sziikséges a 24 Oras alap oszcillaco 1étrejottéhez.
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Az Orat szabalyozd fény jeleket a kék fényt elnyeld kriptokrom (CRY) és a
voros/tavoli-voros fényt abszorbedld fitokrom (PHY) fotoreceptor csaladok tagjai
kozvetitik. Az Arabidopsis fitokrom fotoreceptor csalad &t tagbol all (PHYA-E),
melyek molekularis kapcsoloként miikddnek. Sotétben, a fitokromok a vords fény
(Mmax = 660 nm) megkotésére képes, inaktiv P, formaban vannak jelen a
citoplazmaban. Miutan a receptorhoz kovalensen kotétt tetrapirrol kromofor fényt
abszorbedl, a fitokromok atalakulnak a tavoli vords fény megkotésére képes, aktiv Py,
konforméaciova, amelyek elinditjak a jelatvitel kezdeti eseményeit. Az aktiv P, forma
inaktiv P, formava alakul a tavoli voros fény (Amax = 730 nm) elnyelése utan. A P
formak a sejtmagba vandorolnak, ahol jellegzetes sejtmagi testeket. A sejtmagi testek
valodi felépitése és mitkodése még nem ismert, de valdsziniileg egy Osszetett-fehérje
komplexeknek felenek meg, ahol a fitokromok kdlcsénhatasba I1épnek olyan
transzkripcids faktorokkal és egyéb fehérjékkel, amelyek kézvetleniil szabalyozzak a
fényindukalhato gének kifejezodését.

Megfelelé mutansok segitségével igazoltak a PHYA, B, D és E receptorok szerepét a
voros fény jelek orahoz torténd tovabbitiasaban. A fitokrdmok Altal szabalyozott
jelatvitel érinti egyes 6rakomponensek transzkripcidjat, mRNS és fehérje stabilitasat,
de a molekularis mechanizmus, amelynek révén ezek a valtozésok megvaltoztatjak az
ora mikodését, még nem ismert. A jelenség oldalarol viszont részletes eredmények
bizonyitjak, hogy a fitokromok altal kozvetitett folyamatos vords fényjelek a
fényintenzitas emelkedésével roviditik az 6ra periddushosszat (parametrikus beallitas),
tovabba, hogy voros fényimpulzusok az 6ra és a cirkadian ritmusok faziseltolodasahoz
vezetnek (nem-parametrikus beallitas). A PHYB szerepét mindkét folyamatban
bizonyitottak. Megjegyzendé ugyanakkor, hogy valamennyi kisérletben kimeneti
gének ritmikus kifejez6dését mérték és ebbll kovetkeztettek az oOra aktualis
periddusara és fazisara. Az Oragének szintjén még nem vizsgéaltdk a PHYB-fiiggd
beéllitds molekuléris torténéseit.

A fitokromok kozul a PHYB receptort azonositottak elséként jellegzetes

fotomorfogenikus fenotipust hianymutansai segitségével. A phyB mutansokra hosszl
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hipokotil, a hipokotil-kamp6 kiegyenesedésének hidnya és a csokkent sziklevél-
expanzi6 jellemz6 voros fényben. A PHYB fotomorfogenikus funkcidjat szabélyozo
fehérjékkel kolcsonhatva létja el.

APIFL, 3,4 és 5 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS 1, 3, 4, 5) fehérjék
a fitokromok fényfliggd jelatvitelében fontos szerepet jatszd transzkripcids faktor
csalad tagjai. Szerepik a fényindukalhaté gének gatlasa sotétben. A PHYB Py
formajanak fizikai kolcsdnhatasa a PIF faktorokkal e transzkripcids faktorok gyors
lebomléséhoz igy a fényellenérzott gének de-represszidjdhoz vezet. Egy maésik
szabalyozo fehérje, amely a kolcsdnhatasba 1ép a fitokromokkal a sejtmagban, a
COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS 1). A COPl egy E3
ubiquitin ligaz, amely serkenti az Gn. “master” transzkripcios faktorok (LONG
HYPOCOTYL 5 (HY5), HY5 HOMOLOG (HYH), LONG AFTER FAR-RED
LIGHT 1 (LAF1) és LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1 (HFR1)) sttéthen
torténd lebomlasat, ezaltal negativan szabélyozva a fényérzékeny géneket. A PHYB
eldsegiti a COP1 inaktivalasat a sejtmagban, ami a pozitiv transzkripci6s faktorok
akkumulaciojahoz, majd a fényindukalhat6 gének atirasahoz vezet.

A viragzas kezdete egy Osszetett fejlédési folyamat Arabidopsisban, mely részben a
ritmikusan  kifejez6d6 transzkripcios  aktivator, CONSTANS (CO) fehérje
szabalyozasa alatt all. Induktiv kériilmények kdzott, a CO protein képes aktivalni az
FLOWERING LOCUS T (FT) gént, amely a viragzas folyamatanak elinditdsahoz
vezet. A PHYA és CRY?2 altal kozvetitett fényjelek stabilizaljak a CO fehérjét az esti
id6szakban, amikor azok a legmagasabb szinten fejez6dnek ki. Ellenben, a PHYB éltal
tovabbitott fényszignalok destabilizaljak a CO proteint a reggel folyaman. Ez
eredményezi, hogy a phyB mutansokra a korai viragzas jellemz6 az eddig tesztelt
valamennyi fényviszony alkalmazasa mellett.

A fitokromok jellegzetes domén szerkezete és a phy mutansoknal tapasztalhatd
megvaltozott fényérzékelé és jelatviteli képességek vizsgalataibol —arra
kovetkeztettek, hogy az N-terminalis domén felelés a fényelnyelésért, a C-

terminalis domén pedig a jelatviteli 1épések aktivalasaban vesz részt. Kimutattak,
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hogy a PHYB receptor N-terminalis doménjének 651 és 450 aminosavat tartalmazd
fragmentjei egy dimerizéciés doménnel 6sszekapcsolva egy olyan fuzios fehérjét
alkotnak, amely biolégiailag aktiv volt a fotomorfogenezis szabalyozasaban.
Beszamoltak arr6l is, hogy a PHYB N-terminalisanak 450 aminosavat tartalmazo
fragmentje inaktiv a viragzas szabalyozasa szempontjabol. Ezzel szemben a PHYB

cirkadian funkciojardl rendkivil hianyos ismeretekkel rendelkeziink

CELKITUZESEK

Kutatocsoportunk egyik f6 érdeklddési teriilete a ndvényi cirkadian ora és fitokrom
fotoreceptorok 4ltal szabéalyozott jelatviteli ldncok koélcsonhatasa ladfi
(Arabidopsis thaliana) modell-n6vényben. A dolgozatban bemutatasra keriild
kisérletek soran arrél a folyamatrol kivantunk Gj vagy alaposabb ismereteket
nyerni, amelynek révén a vords fényt elnyeld fitokrom B (PHYB) receptor altal
kozvetitett fény-jelek befolyasoljak a cirkadian ora miikddését. Munkank soran az

alabbi fontosabb célokat tartottuk szem el6tt:

1. A luciferdz riporter-rendszer, ill. mRNS szintek mérésével és a phyB-9
funkcidvesztéses mutans alkalmazasaval meghatarozzuk, hogy milyen hatassal van
a PHYB éltal szabalyozott jelatviteli ut az 6ra miikodésére (kimeneti ritmusok
periédushosszanak ¢és fazisinak mérése), illetve az orat felépitd oOragének
kifejez6désének ritmikus paramétereire (periddushossz, fazis) monokromatikus
voros vagy fehér fényben. Ezen kisérletek eredményeképp fontos (j informaciokat

nyertink az éra beallitdsanak molekularis mechanizmusarol.

2. A PHYB, mint fotoreceptor, az 6ra beallitdsan kivil fontos szerepet jatszik a
fotomorfogenezis €és a viragzasi id6 szabalyozasaban is. A kisérletek soran foként
azt teszteljlik, hogy ezek a kiilonb6zd funkcidk vajon a PHYB molekula kiilonbdz6
részeihez kapcsol6dnak-e, vagy az altalanos jel a PHYB molekula egy kitlintetett

doménjén hagyja el a receptort és késobbi lépések soran oszlik tobb agra. Ennek

5

érdekében csonka PHYB valtozatokat fejeztetlink ki a phyB-9 mutans hattérben és
megvizsgaljuk, hogy ezek mennyiben képesek helyreallitani a mutans cirkadian,

fotomorfogenikus és virdgzas-idé fenotipusat.

ALKALMAZOTT MODSZEREK
e Arabidospis thaliana ndvények nevelése steril és liveghazi kdrilmények
kozott
e  Molekuléris kl6nozasi technikak
e NOvényi genomialis DNS tisztitas
o NOvényi 6ssz-RNS tisztitas
e  kvantitativ valos ideji PCR
e  Western-blot analizis
e  Transzgenikus novények eldallitasa
e Fény, fluoreszcens és konfokalis mikroszkopia

e Invivo luciferdz enzimaktivitds-meghatarozas

AZ ELERT EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A dolgozatban bemutatott munka f6 célja a fitokrom B (PHYB)
fotoreceptor cirkadian éra beéallitasaban betdltétt szerepének mélyebb megértése
volt. A kérdéskort két iranybdl kozelitettiik meg. Egyrészt megvizsgaltuk, hogy a
PHYB hianya (a phyB-9 mutansban) milyen hatassal van az drara, azon belil az
orat felépit6 szabalyozd korok milkodésére és az egyes Orageének ritmikus
kifejezédésére kiilonbozd fényviszonyok mellett. Masrészt kiilonbdzé N-
terminalis csonkolt PHYB fragmentumokat fejeztettink ki a phyB-9 héttérben,
amelyek segitségével kideritettiik, hogy a PHYB receptor mely doménjei
hordozzak azt a funkciot, amely sziikséges az elnyelt fényjelek tovabbitasahoz az
ora irdnyaba. A PHYB delécids sorozat vizsgilata ezen tGlmenden fontos 1j

informéciokat szolgaltatott a receptor fotomorfogenezist és viragzasi id6t

6



szabélyoz6 szerepérdl is. Fontosabb eredményeinket az aldbbiakban foglalhatjuk
Ossze.

1. Konstrukciokat készitettiink az éragének promoétereinek és a luciferaz
(LUC+) riportergén felhasznaldsaval. A  konstrukciokat (CCAL:LUC+,
TOC1:LUC+, GI:LUC+, PRR9:LUC+) vad tipust (Col-0) és phyB-9 ndvényekbe
juttattuk, majd a transzgenikus novényeket kiilonb6z0 intenzitast folyamatos vorods
fényben tartva vizsgaltuk meg ezek kifejez6désének szabadonfutod periddushosszat
és cirkadian fazisat. Az dragének altalaban hosszu periédust mutattak a vizsgalt
fényintenzitasoknal a phyB-9 ndvényekben a vad tipust kontrolhoz képest, de az
eredmények preciz elemzése utan egyértelmiivé valt, hogy valdjaban két csoportra
oszthatjuk ezeket a géneket. A CCA1:LUC + és a PRR9:LUC+ valamennyi vizsgalt
fényintenzitasnal hosszabb periddust (kb. 1 éra kiilonbséget) mutatott a phyB-9
novények esetében a Col-0 ndvényekhez viszonyitva. Ellenben, a TOC1:LUC+ és a
GI:LUC+ esetében kisebb, de szignifikans kiilonbség (kb. 0.5 éra) mutatkozott a
periodushossz valtozasnal a mutans és vad tipusi novényeket sszehasonlitva
kozepes fényintenzitdsok mellett. Meglepd modon, ez a két marker a muténs
hattérben nem mutatott jelentGs periodusvaltozast alacsony vagy magas intenzitasi
voros fényben. A CCAL és PRR9 gének az Un. reggeli, mig a Gl és TOC1 az un.
esti szabalyoz6 kér komponensei. Adataink alapjan a phyB-9 mutansban bizonyos
fényviszonyok mellett a reggeli és az esti szabalyoz6 kor oszcillacidja (amit a
koroket alkoto gének kifejezddésének periddushosszaval jellemezhetiink) eltérd
sebességet mutat. Mindezek alapjan arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a PHYB
kiilonb6z6 mindségli és/vagy erdsségli bemeneti jelet tovabbit a ndvényi cirkadian
ora kozponti oszcillatoranak reggeli (CCAL, PRR9) ill. esti (TOC1, GI) szabalyozo
koreihez az alkalmazott fényintenzitasoktol fliggéen, amelyek végsé soron a két
szabalyoz6 kor szétkapcsolddasahoz vezethetnek.

2. A fentiekben emlitett transzgenikus noévények folyamatos fehér
fényben torténd vizsgalata szintén meglepd eredményeket adott. Fehér fényben a

PHYB receptor a voros komponens elnyelésében vesz részt és az ebbdl szarmazo
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jeleket tovabbitja az 6rahoz. PHYB hianyaban ezek a jelek nem jutnak el az
oszcillatorhoz, ezért a vords fényben kapott eredményekhez hasonl6an azt vartuk,
hogy a phyB-9 névények hosszabb periddust mutatnak a vad tipust kontrollhoz
képest. Ezzel szemben a vizsgéalt gének (pontosabban promoter:LUC+
konstrukciok) tobbsége egyértelmil rovid periddust mutatott. Az altalunk hasznélt
fehér fény a voros mellett jelentds kék komponenst is tartalmazott, viszont ismert,
hogy a PHYB nem képes a kék fény elnyelésére. Ezért eredményeink
legvaloszinilibb magyardzata az, hogy a vords fénnyel aktivalt PHYB negativ
hatassal van az orat szabalyozo kék fény jelatvitelre. A voros és kék jelatviteli utak
kolcsonhatdsdra mar korabbi eredmények is utaltak, de elsdként sikeriilt
kimutatnunk, hogy a PHYB fontos szerepet jatszik ebben.

3. A komplementaciés kisérletekhez olyan  génkonstrukciokat
készitettink, amelyek a PHYB N-terminalis szakaszanak 651, 450 vagy 410
aminosav hossz(sagu szakaszat, idegen dimerizaciés és NLS vagy NES
fehérjemotivumokat, valamint az YFP riporterfehérjét kddoltak (B651-NLS,
B450-NLS és B410-NLS, ill. B651-NES). A BFL konstrukcio, amelyet
kontrollként alkalmaztunk, a teljes hosszisagi PHYB fehérjét és az YFP proteint
kddolta. A fazids fehérjéket phyB-9 hattérben fejeztettiik ki a magas szintli és
konstitutiv expressziot biztosité CaMV 35S promoter iranyitasa alatt. Az elkésziilt
transzgenikus vonalakban meghatdroztuk a fizios fehérjék kifejez6désének
szintjét és a tovabbi vizsgalatokhoz olyan vonalakat valogattunk, amelyekben a
transzgének kifejez6dése hasonlé szintli volt. Fluoreszcens mikroszkopidval
ellendriztik a termeltetett flzids fehérjék sejten bellli elhelyezkedését. lgazoltuk,
hogy az NLS motivumot hordoz6 fehérjék a fényviszonyoktol 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
bizonyitjdk, hogy a tovabbi vizsgalatokat megfelelden elkészitett transzgenikus

novényi anyagon végeztiik el.



4. Els6 1épésben megvizsgiltuk az oszcillitor miikodését a
komplementald vonalakban kdzepes intenzitasd vorés fényben. Ennek érdekében a
CCA1 és a TOC1 gének kifejez6désének ritmusat vizsgaltuk mRNS szinten vad
tipusd, phyB-9 és kiilonbozé komplementalé vonalakban. Kimutattuk, hogy a
BFL, B651-NLS és B450-NLS valtozatok helyredllitotték a vad tipusnak
megfelelé periddust, mig a B651-NES és B410-NLS névények a phyB-9
mutansokra jellemz6 hossza periddust mutattak. Eredményeink arra utalnak, hogy
a PHYB receptor N-termindlis 450 aminosavat tartalmaz6 szakasza minden olyan
funkciét hordoz, amely a vérds fényjelek tovabbitasahoz sziikséges. Masrészt
bizonyitottuk, hogy a PHYB cirkadian funkcioja a receptor sejtmagi lokalizéciojat
igényli.

5. Kimutattuk viszont, hogy egyik csonka PHYB verzié sem képes a
phyB-9 rovid periodust fenotipusanak helyreallitasara folyamatos fehér fényben.
Mivel a teljes hosszisdgl BFL sikeresen komplementalta ezt a fenotipust,
adataink arra utalnak, hogy a PHYB C-termindlis szakasza szilkséges ahhoz, hogy
a voros fénnyel aktivalt PHYB receptor hatassal legyen az orat szabalyoz6 kék
fény jelatvitelre.

6. A phyB-9 mutans novények jellegzetes fenotipusokat mutatnak a
fotomorfogenezis (hosszu hipokotil) és a viragzas (korai virdgzas) szabalyozasat
illetéen is. Megvizsgaltuk, hogy az altalunk készitett csonka N-terminalis PHYB
verziok képesek-e helyredllitani ezeket a fenotipusokat. Kimutattuk, hogy a PHYB
N-terminalis 450 aminosavat tartalmaz6 szakasza elegend6 ahhoz, hogy a receptor
kdzvetitse a voros fény gatld hatasat a hipokotil megnyulés tekintetében. Ezzel
szemben a B450-NLS nem komplementalta a phyB-9 mutansok korai virdgzasat,
mig a B651-NLS hatasos volt ebben a vonatkozasban. Ez arra utal, hogy a PHYB
receptor 450. és 651. aminosav poziciok kozotti szakasza elengedhetetlen a
viradgzas szabalyozasaban. Mivel a B651-NES verzi6 nem mutatott hatast a

vizsgalt fenotipusokat illetden, megallapitottuk, hogy a cirkadian Ora

szabalyozasahoz hasonléan a PHYB fotomorfogenezisben és a viragzas
szabalyozasaban betdltott szerepe is a receptor sejtmagi lokalizaciéjat igényli.

A B651-NES verziéhoz hasonléan a B410-NLS is funkciondlisan inaktiv volt
valamennyi vizsgaltunk soran. lgazoltuk, hogy mig a B651-NES inaktivitasanak
oka a fehérje kizarasa a sejtmagbol, addig a B410-NLS esetében a kromofor
csoport nem kapcsolodik a csonka PHYB apoproteinhez, igy az nem képes fény
elnyelésére. Fényabszorpcié hianydban nem alakul ki a fitokromok biol6giailag

aktiv P konformacidja, amely a tovabbi jelatvitel alapveté feltétele.
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Téarsszerzdi lemondo nyilatkozat

Alulirott nyilatkozom, hogy a Jel6lt téziseit ismerem, meghatarozo
szerepét a tézisekben foglalt tudomanyos eredményekhez elismerem, az
eredményeket tudoméanyos fokozat megszerzéséhez nem hasznaltam fel, s
tudomasul veszem, hogy azokat ilyen célb6l a jovében sem hasznilhatom fel.
Szeged, 2011. marcius 18.
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