A HY5 és HYH transzkripcios faktorok szerepe

a novényi cirkadian dra szabalyozasaban

Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Dobos Orsolya Katalin

Témavezetdk: Dr. Kozma-Bognar LaszIo, Dr. Nagy Ferenc

)
| o Ix)
L= oA

Szegedi Bioldgiai Kutatékdzpont

SZTE TTIK Bioldgia Doktori Iskola

Szeged
2019






IRODALMI ATTEKINTES

Az evolucids siker egyik legfébb kritériuma, hogy az él6lények a
kornyezetiik adta kihivasokat a lehet6 legkisebb
energiaveszteséggel tudjak atvészelni. A Fold forgasabol
addéddan tobb fontos kérnyezeti paraméter (pl. fény,
hémérséklet) valtozasa ritmikus jelleget mutat, igy azon
organizmusok, melyek e valtozdsok bekovetkeztét el6re meg
tudjak jésolni, s ennek megfelel6en tudjak id6ziteni anyagcsere
folyamataikat és viselkedésiiket, szamottevé mennyiség
energiat tudnak megtakaritani, amelyet azutdan mas, evolucids

szempontbdl hasznos folyamatokban tudnak kamatoztatni.

A szabalyosan ismétl6d6 események kozott eltelt id6t
periédusnak nevezziik, s a bioldgiai ritmusokat ez alapjan tobb
csoportba lehet osztani. A cirkadian ritmusok — a latin ,,circa”
(kortlbeldl) és ,,diem” (nap) szavaknak megfelelGen -
megkozelitGleg egy napos (20-28h) periddust mutato ritmusok,

melyeket az él6lények belsé cirkadian 6raja diktal.

Maga a cirkadian 6ra harom f6 egységbdl tevédik 6ssze, melyek

mas-mas fontos tulajdonsagot kélcsonoznek a cirkadian



ritmusok szamara. Az 6ra magja, a ,kdzponti oszcillator” egy
6nmagaba visszatérd transzkripcids/transzlacios haldzat,
melyben 6ragének és a réluk kifejez6d6 drafehérjék vesznek
részt. Az 6raelemek kodzotti interakciok kilsé hatds nélkdl is
lezajlanak, igy a kdzponti oszcillatorhoz kapcsolt élettani
folyamatok akkor is ritmikusan m(ikoédnek, ha az él6lény
konstans kornyezeti korilmények kozé keriil. Az 6ra masodik
fontos egysége a kimenet. Az ezen egységbe tartozo
géntermékek (és az altaluk el6idézett anyagcsere-folyamatok,
viselkedési mintdzatok) nem hatnak vissza a kézponti
oszcilladtor ritmusdra. Kozos jellemz6jiik, hogy folytonos
expresszidjuk hatalmas eréforrds pazarlas lenne, mert
géntermékeik hasznosuldsanak van egy optimuma a nap
folyaman, amelyen kivil a termelés megtériilési ratdja
elmaradna a maximumtadl. A génkifejez6dés megfeleld
id6ablakra valé korlatozasaval mindezen energia
megtakarithaté. A harmadik egység, a bemenet olyan jelatviteli
halézatok 6sszessége, amelyek a cirkadian szempontbdl is
jelent6s kornyezeti szignalokat, un ,,zeitgebereket”

monitorozzak, s az azok ritmusahoz igazitjak a kozponti



oszcillator altal kialakitott (nem teljesen 24 6ras) ritmust. Ez a
szinkronizacio, melyet ,,entrainment”-ként is neveziink,
molekuldris szinten gy nyilvanul meg, hogy a bemeneti
jelatvitel egyes draelemek transzkripcidjat/transzlacidjat
serkenti vagy gatolja, aminek eredményeképpen az éraelemek
kozotti interakcidk erdssége és sebessége megvaltozik,
végeredményben pedig az dra altal diktalt ritmus

felgyorsul/lelassul.

A névények szamadra a legfontosabb zeitgeber a fény, hiszen
szamukra a fény nemcsak informacié-, hanem éltet6
energiaforras is, igy e paraméter monitorozdsa és a hozza vald
igazodas dont6 fontossaggal bir. A fény-jelatviteli lanc azon
tagjainak azonositdsa, melyek a cirkadian éra felé is
tovabbitanak informaciét, jelenleg is intenziven kutatott
terlilet. Az elmult években szamos receptort és jelatviteli
intermediert sikerilt e vonatkozdasban megnevezni, azonban
még mindig keveset tudunk arrél, hogy melyek azok a
bemeneti elemek, amelyek kdzvetlenil hatnak az 6ragének
kifejez6désére, s ily mddon direkt kapocsként szolgalnak a

bemenet és a kozponti oszcillator kozott.



Az egyik lehetséges jelolt erre a szerepkorre a HY5
(ELONGATED HYPOCOTYL 5) bZIP transzkripcios faktor, mely
leginkdbb ACGT-motivumot (ACE-elemet) tartalmazé
promoterekhez kotédve fejt ki génexpresszids valtozast.
Homoldgjaval, a HYH-al (HY5 HOMOLOG) részben atfed6
funkciokat latnak el, de a HY5 szerepe meghatarozébbnak tdinik
a novényi élettani folyamatokban: a fotomorfogenezis egyik
alapvetd pozitiv szabalyozdjaként szdmos fény- és hormonalis
jelatviteli dtvonal integratora. Emellett fontos szerepe van a
flavonoid- és terpenoid szintézis indukciéjdban, a novény
hideghez valé akklimatizaciéjaban, a kiilonb6z6 tdpanyagok
asszimilaciéjaban is. Ahhoz, hogy mindezen funkciok egyidejl
mUkodtetése ne szenvedjen zavart, a HY5 valdszin(ileg
kiilonb6z6 komplexek tagjaként fejti ki hatdsat, erre utal az a
tény is, hogy a hagyomanyos transzkripcids faktoroktdl

eltér6en a HY5 nem rendelkezik aktivaciés doménnel.



CELKITUZES

A fény-jelatvitel kozponti elemeként, és mint transzkripcios
faktor a HY5 idealis jeloltnek bizonyult arra, hogy bizonyos
6ragének expresszidjanak megvaltoztatdsaval kozvetlen
szabalyozdja legyen az 6ra fény altali bedllitasanak,
szinkronizacidjanak, azonban e kérdéskorben egymasnak
ellentmondé tanulmanyokat taldlunk a szakirodalomban. Az
bizonyitott volt, hogy a HY5 tobb éragén promoteréhez is
(TOC1, CCA1, LHY, ELF4) is képes kotni fehér fényben, s az ELF4
esetében annak transzkripciojat is aktivalja. Ennek ellenére mas
tanulmanyokban a hy5 hyh mutans vonal cirkadian ritmusa
nem kiilonb6z6tt a vad tipustdl. Dolgozatomban azt a célt
tlztem ki, hogy az emlitett ellentmonddsokat megvizsgalva és

feloldva azokat tisztazzam, hogy

e a HY5 és homoldgja valdban képesek-e hatni a névényi
cirkadian éra mikodésére,

e és amennyiben van dra-asszocialt funkcidjuk, ugy azt
milyen molekularis mechanizmussal és kornyezeti

feltételek mellett toltik be.



ANYAGOK ES MODSZEREK

= Molekuldris klénozasi technikak

= Arabidopsis thaliana ndévények nevelése steril és
Uveghazi koriilmények kozott

= Transzgenikus novények eldallitadsa

= In vivo luciferadz enzimaktivitds-meghatarozas
csirandvényekben

= Kromatin immunoprecipitacié (ChlP)

= NOvényi genomi DNS-tisztitds

=  NOvényi 60ssz-RNS-tisztitas

= Kvantitativ valds idejl PCR

= Novényi 0sszfehérje tisztitas

=  Western-blot

= Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)



EREDMENYEK

A munkankat megel6z6 kisérletek soran folyamatos fehér
fényben vizsgaltak a hy5 mutans és vad tipusu vonalak
periddusat. Mint tudjuk, a fehér fény tobbféle hulldmhosszu
fény keverékeként szamos névényi receptort és jelatviteli
folyamatot is képes aktivalni, a HY5 pedig mindezen jelatviteli
utak szabdlyozdsaban egyidejlileg részt vesz, s képes azok
informacidit integralni. Eppen emiatt azt feltételeztiik, hogy a
tanulmanyokban alkalmazott fehér fény kilonb6z6
hulldmhossz-6sszetétele magyardzat lehetett az eltéré
eredményekre.

Ennek megfelelGen a fehér fényt a novények szamara kilon-
kiilon is értelmezhet6 tartomanyaira bontottuk fel, s igy
folyamatos kék (BL), vords (RL) és tavoli voros (FR) fényben is
megmeértik a hy5, hyh mutans és a vad tipusu (WT) vonalak
periddusat. A kisérleti modszeriink (éra-vezérelt expresszioju
luciferaz markerek nyomonkovetése) nem tette lehet6vé, hogy
tavoli voros fényben is 6sszehasonlithassuk az emlitett vonalak
cirkadian ritmusat, de sikeresen kimutattuk, hogy kék fényben a

hy5 és a hyh mutansok periddusa rovidebb a WT névényekhez



képest, vagyis a HY5 és HYH kék fényben lassitja a cirkadian 6ra
ritmusat. Voros fényben a periédusok kiilonbsége
elhanyagolhaté volt, fehér fényben pedig egy kozépértéki
fenotipust kaptunk, ami egy varhaté eredmény volt annak
tikrében, hogy a fehér fény kék és voros hulldmhosszu fényt is
tartalmaz. Mindez arra utal, hogy a HY5 és HYH valdban részt
vesz a cirkadian ora fény altali szabdlyozasaban, s ebben a

kil6nb6z6 hulldmhossz-tartomdanyok ardnya fontos tényezé.

Transzkripcids faktorokként a HY5 és HYH nagy valdszin(lséggel
ratdjanak megvaltoztatasaval hatnak a névényi cirkadian ritmus
sebességére. ChlP seq adatainkbdl tobb fontos informaciot
nyertlink ki. Az egyik érdekes megfigyelésiink az volt, hogy a
HY5 szinte valamennyi 6ra- és 6ra-asszocialt gén promoterénél
megtalalhato volt. Ezen megfigyelésiinket EMSA in vitro
kisérletlink ugy arnyalta tovabb, hogy a HY5 valészinlileg ezen
promoterek cisz-elemeihez kotédik. A ChlP kisérletek egy
tovabbi fontos eredménye, hogy bar a voros fényhez képest
kék fényben a HY5 nagyrészt ugyanazon gének promoteréhez

kot, az asszociacid mértéke er6sebb. Hogy e jelenség hatterét
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megmagyarazzuk, megvizsgaltuk a HY5 és HYH transzkripcios és
poszt-transzkripcids szintjét kék és voros fényben, amelyek azt
mutattak, hogy a kék fény mindkét szinten erdsiti a HY5 és HYH
expressziojat. Az ebbdl kovetkezé magasabb HY5 és HYH
fehérjeszint magyarazatot adhat az er6sebb mértékd kromatin-
asszociaciora, illetve a hy5, hyh mutdnsok cirkadian

fenotipusanak kékfény-specifikus jellegére is.

Bar a HY5 szinte valamennyi 6ra- és dra-asszocialt gén
promoter régidjanal jelen van, mRNS-expresszios kimutatdsaink
alapjan elmondhatjuk, hogy a HY5 csupdn harom dragén (PRR5,
LUX, BOA) transzkripcios ratajat befolyasolja, mégpedig negativ
iranyban. Ez az eredmény elsére nem illeszkedik a korabbi
eredményeink sordba, ugyanis a hy5 hyh mutdns cirkadian
halézatanak matematikai modellezése (azaz a PRR5, LUX és
BOA fokozott transzkripcidja) hosszu periédusu fenotipust
josolt, ami épp az ellentéte az altalunk mért révid periédusnak.
Ugyanez a modell megnovekedett CCA1 mRNS-szinteket is
becsllt, amelyeket semmilyen kisérleti kortilményben nem
észleltiink a hy5 hyh mutansban. Erdekes médon, amikor a

szimulacios programban a CCA1 mRNS-szinteket (a
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tapasztaltaknak megfelel6) WT-szer( szintre allitottuk, a
szimuldcio révidebb periddust adott a WT-nél, az
alapkisérletiink eredményeivel 6sszhangban. Ez arra utalhat,
hogy a HY5 valéjaban a CCA1 génatirdsara is hatdssal van,
csupan e koélcsonhatds nem kimutathaté, mert a HY5
egyidejlleg olyan szabalyozasokat is végrehajt a cirkadian
halézat egyéb pontjain, melyek 6sszességében a HY5 CCA1-re
gyakorolt hatdsat kioltjak. Amennyiben e gondolatmenetet
helytalld, ugy az is elképzelhetd, hogy ez az eset a cirkadian 6ra
mas elemeinél is fenndll, vagyis a HY5 a PRR5, LUX és BOA
géneken kivil szamos mas ponton keresztil is 0sszekotheti a

kékfény-fliggd bemenetet a cirkadian oszcillatorral.

A munkankat megalapozd alapkisérlet egy masik fontos
megfigyelése az volt, hogy a hy5 és hyh mutansok periédus-
csokkenése kivaltképp olyan névények esetében volt mérhetd,
melyek alacsony cukorkoncentraciéju médiumon voltak
nevelve, magasabb szachardztartalmu novények esetében a
peridduskiilonbség sokkal csekélyebb volt. Mivel a névények
cukor-ellatottsagot monitorozé rendszere a cirkadian ora felé is

szolgaltat informacidkat, ugy gyanitottuk, hogy a cukor-
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bemenet valamilyen ponton, és valamilyen médon zavarhatja a
fény-bemenet HY5-fligg6 agdat. Ennek tisztdzasa érdekében
magas és alacsony szachardz-tartalmu médiumon nétt
novényeknél vizsgaltuk, hogyan valtozik a hy5 mutdns
novények mRNS-profilja, a benniik expresszaléddé HY5
transzkripcids és poszt-transzkripcids rataja, valamint annak
kromatin-asszocidcids képessége. Eredményeink alapjan a
cukor jelenléte/hianya egyik aspektusban sem érintette a HY5
mUikodését, igy tovabbi kisérletek sziikségesek a hy5 cirkadian

fenotipus cukorfliggésének megmagyardzahoz.
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