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1. Irodalmi attekintés

LIt is not the strongest of the species that survives,
not the most intelligent that survives.

It is the one that is the most adaptable to change.”

Charles Darwin

1.1. A bioldgiai ritmusok élettani jelentosége

A Foldi organizmusok életének elsédleges célja a tulélés és a szaporodas, melyek
meglehetGsen energiaigényes folyamatok. A megfelel§ energiaszint fenntartasahoz
elengedhetetlen a kornyezettel vald kapcsolattartds, és a kornyezeti paraméterek
valtozdasaihoz valé alkalmazkodas, ugyanis csakis igy érhetd el az adott pillanatban elérhet6
legnagyobb energiafelvétel, és a legalacsonyabb energiaveszteség. Az élettani szempontbdl
kiemelked6en fontos kérnyezeti tényez6k kozll — legyen szé a nappalok és éjszakak, vagy a
hémérséklet valtakozasardl - tébb ritmikus jellegl. Ez a jelenség driasi jelentGséggel bir,
ugyanis azon organizmusok, amelyek a szamukra kedvez6/kedvezétlen paraméterekre — akar
mar azok bekovetkezése elStt — fel tudtak készilni anyagcseréjiik, viselkedéstik, energia-
gazddalkoddasuk athangolasaval, megkeriilhetetlen szelekcids elényre tettek szert. Ezen
folyamatok tiikrében korantsem meglepd, hogy az organizmusok élettani jelenségeinek
kritikus hanyada ritmikus ismétlédést mutat.

A bioldgiai ritmusokat ismétl6désiik gyakorisaga szerint tobb csoportba sorolhatjuk: az
ultradian ritmusok (a latin ultra diem kifejezésnek megfelel6en) egy napon beliil, akar
masodpercek alatt is végbemennek; ilyen ritmus tobbek k6zott a szivverés, a tlicsokciripelés,
a kisbabak orankénti asitdsa. Az idGskala masik oldalan az infradian (infra diem, azaz egy
napon tuli) ritmusok allnak; ide tartozik az eml&sok menstrudcids ciklusa, a vandormadarak
vandorlasa, a kiilonb6z6 parzasi id6szakok. Dolgozatomban a bioldgiai ritmusok egy tovabbi

csoportjaval, a cirkadian ritmusokkal szeretnék részletesebben foglalkozni.
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1.2. A cirkadian ritmusok definicidja, jellemzo6ik és paramétereik

Mint azt a latin circa diem kifejezés is mutatja, a cirkadian ritmusok olyan bioldgiai ritmusok,
melyeknek ismétlédési gyakorisaga, un. periddusa megkodzelit6leg egy nap (20-28h). Ahhoz,
hogy egy élettani jelenségrdl kijelenthesslik, cirkadian szabalyozas alatt all, tobb

kritériumnak is meg kell felelnie:

1. Az egyszer( napszakos ritmusok a kdrnyezeti valtozasok elmaraddsakor megsz(innek,
mig a cirkadian ritmusok valtozatlan koérilmények koézott is tovabb mikodnek,
»,Szabadon futnak”. Eme tulajdonsagukat a kronobioldgiai kutatasokban sokszor
elénnyel hasznalhatjuk fel: modellszervezeteinket allandé fény- vagy h6mérsékleti
viszonyok kdzé helyezve csak az organizmus fliggetlen, belsé , cirkadian éraja”
diktdlja az anyagcsere-folyamatok ritmusat, a kornyezet befolyasa ilyenkor
elhanyagolhaté.

2. Mivel a cirkadian periédus nem pontosan 24 éra, az dra altal generdlt ,,szubjektiv
idének” szinkronizalhatdnak kell lennie a kiilsé kdrnyezeti valtozasok altal kialakitott
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,objektiv idével”. Ezt a finomhangolast nevezzuik beallitasnak/”entrainment”-nek.

3. Aritmus sebessége nem hémérsékletfliggd, ezt j6l mutatja a cirkadian ritmusok un.
Q.-es értéke. A Q,-es érték az a mérGszam, ami megadja, hogy egy adott kémiai
folyamat sebessége hanyszorosara gyorsul fel 10°C -kal magasabb h8mérsékleten. A
kémiai reakcidk tobbségénél ez az érték 2-4, a cirkadidn rendszereknél viszont csak

0.8-1.2.

A cirkadian ritmusoknal egy kvantitativ jelleg kifejez6dését vizsgdljuk az id6 fliggvényében,
mely egy hulldmmintazatot ad (1. dbra). llyen tipusu kisérleteinkben minden névényi vonal
ritmusat tobb egyed ritmusdanak atlagabol képezziik, ezért legelsé feladatként szinkronizalni
kell névényeink 6rdjat fény-sotét ciklusok valtasaval (fehér-fekete blokkokkal jelélve az X
tengelyen), imitdlva a természetben el6fordulé nappalt/éjjelt. Ezen un. ,beallité szakasz”
alatt a névények felveszik kornyezetik ritmusat, és életfolyamataikat ehhez a ritmushoz
igazitjak. Ezutan a vizsgalt egyedeket allandd fény- és hémérsékleti kortilmények kozé
helyezziik (kék blokksav). llyenkor modellorganizmusunkat megfosztjuk minden kiilsé

ingert6l, amellyel mérni tudja a valds, mas néven ,objektiv nappalokat/éjszakakat”, és csak

s L




bioldgiai drajanak ritmusara hagyatkozhat. , Szubjektiv nappalnak/éjjelnek” nevezziik azon
id6ablakokat, amikor az organizmus cirkadian éraja szerint nappali/éjjeli napszak torténik. A
vizsgalat kronoldgiai jegyzésénél 0. 6ranak nevezzik el azt az id6pontot, amikor az utolsé
bedllitd sotét - fény dtmenet torténik. A mintazat két azonos pontja kozotti idétavolsag a
mar emlitett periddus, értékét tobb ciklus atlagabdl allapitjuk meg. A fazis az a pont, ahol a
rendszer a cikluson belil tartézkodik egy adott vonatkozasi ponthoz képest. Ez rendszerint a
hulldm csucsid6pontjanak és az utolsd beallitd sotét-fény dtmenet idépontjanak kiilonbsége
(esetlinkben az 1. dbraban szerepld ritmus fazisa 0 vagy 24). A kitérés vagy amplitudé a

hulldam maximalis pozitiv és negativ értékeinek kiilonbségének fele.
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1. dbra. A cirkadian ritmusok f6bb paraméterei.

A kiilonb6z6 névényi vonalak cirkadian ritmusanak meghatarozasahoz a legtébbszor
riportergén konstrukcidkat fejeztetlink ki az adott vad tipusui vagy mutans névényben. A
génkonstrukcidban a szentjanosbogar luciferaz génje (LUC) egy olyan gén promoterével van
fuzionalva, melyet a névény cirkadidn 6raja vezérel. A kisérlet soran a névényeket luciferin

nev( szubsztrattal latjuk el, melyet a ritmikusan termel6d6 luciferdz enzim fényjelenség
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kiséretében bont le. A kibocsatott fény erésségének detektalasaval és abrazolasaval kapjuk

meg az emlitett cirkadian gorbéket.

1.3. A cirkadian ora molekularis modellje

Mint a legtdbb 6sszetett élettani folyamat, a cirkadian éra is szamos molekuldris
kdlcsonhatas ereddje. Harom f6 egységhdl tevidik 6ssze (2. dbra); az un. ,kézponti
oszcillator” felel6s a kornyezettdl fliggetlen ismétlédési mintdzat kialakitasaért, a generalt
ritmusnak alarendelt jelenségeket ,kimenetnek” nevezziik, mig a szinkronizacidhoz
szlikséges kornyezeti stimulusok monitorozasat és informaciéva alakitasat az un. ,bemeneti

ag” végzi.

l.
[ Bemenet L.

7~ \ . Kimenet névekedés

Koézponti —

\_/ oszcillator VVWV > hormonhaztartas
—"’\/\/\N\/"—* stresszvalaszok

fotoszintézis

kapuzas

2. abra. A cirkadian éra vazlatos felépitése.

A cirkadian 6ra harom egysége a ,bemeneti egység”, a , kdzponti oszcillator” és a , kimeneti egység”. Bar a
kozponti oszcillator altal Iétrehozott belsé ritmus alapvetGen kiilsé stimulusok nélkil is képes fennmaradni,
fontos, hogy az 6sszhangban legyen a kiils6 kornyezeti valtozasok ritmusaval. Ennek érdekében az oszcillator
egy bemeneti egységgel van 6sszekapcsolva, mely tébb fontos kornyezeti paraméter (pl. fény, h6mérséklet)
monitorozasaval, s a hozzajuk kapcsolddo jeldtviteli haldzatokkal hatdst gyakorol az oszcillator mikodésére. A
kapuzas, mint a bemenet felé torténd visszacsatolas garantalja, hogy a bemenet érzékenysége kisebb legyen a
napkozben torténd jelentéktelenebb kornyezeti ingadozasokra (pl. felhés ég), igy a sziikségtelen
szinkronizaciok elkeriilhet6ek. Az éra altal létrehozott ritmus a kimeneti jelatviteli utakon at szamos fontos
élettani folyamat elemének génkifejez6dését ritmizalja (pl. fotoszintézishez sziikséges fehérjék, hormonok

stb..).

Fontos megemliteni, hogy mig a kimeneti elemek expresszidjaban bekovetkez§ valtozasok

nem hatnak vissza az éra mikodésére, addig a bemenet és a kozponti oszcillator kozott van
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egy visszacsatolas. Az oszcillator ugyanis szamos bemeneti elem kifejez6dését ritmizalja,
aminek eredményeként a névény 6rdja a nap folyaman mas-mas mértékben valik
érzékennyé ugyanazon kornyezeti jelre, s igy a bedllithatésaga is valtozik. Ezt a jelenséget
,kapuzasnak” (gating) nevezzik. A tovabbiakban a harom alrendszer elemeit, m(ikodését és

jelent6ségét szeretném kifejteni.

1.3.1. A kdzponti oszcillator

Az 6ra magjaként is emlegetett kozponti oszcillator egészen valtozatos szerkezet( a
kiilonb6z6 organizmusokban [1], de alapjaiban véve mindegyik egy pozitiv és negativ
folyamatokbdl allo, késleltetett visszacsatoldsos rendszer, melyben , 6ragének” és az altaluk
termelt , 6rafehérjék” hatnak egymas termel6désére. A ndvények érdja kilonleges: mivel
helyhez kotott életmddjuk miatt nem tudnak az 6ket éré karos kdrnyezeti kériilményekre
menekiléssel reagdlni, az éra stabil mikodtetése érdekében egy robusztus, tobbszorésen

Osszetett kdzponti oszcillatorral rendelkeznek (3. dbra).

A kozponti oszcillator miikodési lancolata a kovetkez6képpen zajlik; a reggeli 6rak elsé aktiv
Oragénjei a CCA1 (CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1) és az LHY (LATE ELONGATED
HYPOCOTYL). Ezek Myb-motivumot tartalmazé DNS-kotd fehérjéket kddolnak, melyek
ugynevezett esti promoter-elemekhez (evening element, EE) kotve gatoljdk szdmos éragén
és kimeneti elem kifejez6dését [2], [3]. llyen 6ragén a PSEUDO-RESPONSE REGULATOR (PRR)
csaladba tartozé PRRY, PRR7, PRR5 és PRR1 (masik nevén TOC1), de gatoljak a G/
(GIGANTEA) mikodését és az un. ,esti komplex” tagjait kddold géneket is, ahova a LUX (LUX
ARRHYTHMO), a BOA (BROTHER OF LUX ARRHYTHMO), az ELF3 (EARLY FLOWERING3) és az
ELF4 (EARLY FLOWERING4) 6ragének tartoznak [2]. A CCA1 és LHY m(ikodését a nap tovabbi
részében a PRR csaldd fehérjéi gatoljak, mig - a PRR gének transzkripcios gatlasan keresztiil -
az esti komplex fel nem szabaditja 6ket a késé esti és hajnali drakban [4]-[6].

Az ily médon egymasra lapolt negativ visszacsatolasok mellett aktivalé elemeket is talalunk
az oraban. llyenek tobbek kozott a REVEILLE csaldd fehérjéi (RVES, RVE6, RVE4), a TCP
transzkripcids faktorok két tagja (TCP20, TCP22), az LWD koaktivatorok két képvisel6je (LWD,
LWD?2), tovabba az LNK1 és LNK2 (NIGHT LIGHT-INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED1, 2)

transzkripcidés koaktivatorok [7]-[13].
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3. dbra. A cirkadian oszcillator haldzata.

A funkciondlis egységnek tekinthet6 draelemek azonos szin(i hattérrel és fekete szaggatott kérvonallal vannak
ellatva. A FAR1, FHY3 és HY5 transzkripcids faktorok az oszcillator mikodési haldzatanak teljeskorl bemutatasa
érdekében lettek jel6lve, azonban nem tekinthet6ek dragéneknek/érafehérjéknek, igy nem kaptak kérvonalat.
A kozvetlen aktivald hatdst normal fekete nyillal, a kozvetett aktivald hatast szaggatott fekete nyillal, a gatlast
voros talpas nyillal jel6ltem. Amennyiben az adott hatas az egész funkcionalis egységre érvényes, Ugy az
aktivalast/gatlast jelz6 nyil a funkcionalis egység szaggatott korvonaldig/kdrvonalatdl terjed. Ha a kblcsonhatés
csak a funkcionalis egység egy tagjara korlatozadik, a nyil az 6raelem korének belsejében kezd6dik vagy

végzédik.

1.3.2. A kimeneti ag

A kimenethez tartozé géntermékek (és az altaluk elGidézett anyagcsere-folyamatok,
viselkedési mintazatok) nem hatnak vissza a kdzponti oszcillator ritmusara. K6z0s
jellemzdjlik, hogy folytonos expresszidjuk hatalmas eréforras pazarlas lenne, mert
géntermékeik hasznosulasanak van egy optimuma a nap folyaman, amelyen kiviil a termelés

megtérilési rataja elmaradna a maximumtol. A génkifejez6dés megfelels id6ablakra vald
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korlatozasaval mindezen energia megtakarithato. Itt sok olyan jelenségekrél beszélhetiink,
amely egy egyszer(ibb fényfligg6 génexpresszids szabdlyozdssal is kivitelezhet6 volna a
novény szamara. llyen jelenség lehet tobbek kozt az egymast zavard termelési fazisok idébeli
szeparacidja (pl.: a CAM-novények CO,kotésének |épéseinél, ahol a fixacio éjjel, a
dekarboxilacié és regenerdcié viszont nappal zajlik). Azonban a termelés, mint iv ravilagit
arra, hogy sok esetben miért is kifizet6d6bb egy éra ritmusdhoz igazitani az génkifejez6dést.
Példaként, a novények fénybegylijt6 komplexeinek a megtermelése tobb érat vesz igénybe.
Ha a szlikséges gének expresszidja egy egyszer( fényfliggd jelatvitellel indulna meg, az egyed
tobb 6raja rendelkezésre allo fényenergia hasznositasatdl esne el, s igy hatranyba kertilne
olyan tarsaihoz képest, melyek az éra segitségével a termelést mar a fény megjelenése el6tt

is el tudjak inditani. Ez a szabalyozasi Ujitas adja a cirkadidn dra igazi evollcids el6nyét.

Mindezek tekintetében egyaltalan nem meglepd adat, hogy a ludfli genomjanak mintegy
harmada all cirkadidn szabalyozas alatt[14], s ez olyan mas, gazdasdgilag hasznositott

novények esetében is megfigyelhetd, mint a nyarfa, a rizs, és a mustarnovény [14]-[16].

1.3.3. A bemeneti ag

Azokat a géneket soroljuk a cirkadidan éra bemeneti agahoz, amelyek elrontdsa esetén a
belsé ritmus ugyan fennmarad, de annak a kornyezeti valtozasokkal lev6 6sszhangja sériil.
Ezt a ritmus valamely paraméterének megvaltozdsaban észleljiik. Hogy a cirkadian ritmus a
lehet6 legtokéletesebb 6sszhangban legyen a kornyezeti valtozasok ritmusaval, a ndévények
tobb, kornyezeti paramétert monitorozd jelatviteli rendszerrel kototték dssze cirkadian
ordjukat, melyek a szerzett informdacidk alapjan képesek annak ritmusaban valtozast (és igy
szinkronizalast) elGidézni. Hogy pontosan melyek ezek a kérnyezeti jelek és jelatviteli

utvonalak, az aldbbiakban kertilnek felsorolasra és rovid jellemzésre.
1.3.3.1. Zeitgeberek

A német nyelvbdl atvett ,zeitgeber” (jelentése: ,id6add”) névvel illetjiik azon
exogén/endogén kornyezeti paramétereket, amelyek ritmikus valtozasaihoz szinkronizalja az
organizmus bioldgiai ritmusat. A névények esetében a fotoszintézisb6l szarmazé cukrokrél is

bizonyitottak, hogy zeitgeberként funkciondlhatnak [17], de a két legfontosabb kornyezeti jel

10 [




a hémérséklet és a fény. Utdbbi a novények életében hatvanyozott fontossaggal bir, hiszen
szamukra a fény nemcsak informacid-, hanem éltet6 energiaforras is, igy a tovdbbiakban a

fényérzékeny bemeneti g elemei keriilnek bemutatasra.
1.3.3.2. Fotoreceptorok

Mint minden jeldtviteli rendszerben, itt is a receptorok az elsé |ényeges komponensek. Tébb
mint tiz éra-asszocidlt fotoreceptort ismeriink, melyekkel a noévények dézis-fliggé mddon
érzékelik a kilonb6z6 hulldmhosszu fénysugarakat. A ndvényi cirkadian éra felé négy

csoportjuk képes jelatvitelt inditani:

a voros/tavoli voros fényt érzékel6 fitokromok (PHYA-E),

e az UV-A és kék tartomdanyban érzékeny kriptokrémok (CRY1 és CRY2),

e aszintén kék fényt monitorozd ZEITLUPE (ZTL)/ FLAVIN-BINDING, KELCH REPEAT, F-
BOX1 (FKF1)/ LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2) receptorok,

e végiil az UV-B tartomany receptora, az UVR8.

A tovabbiakban ezen csoportok legfontosabb jellemzéi és cirkadian éraval kapcsolatos

vonatkozasaik kertulnek bemutatasra.

1.3.3.2.1. Fitokromok

A fitokromok elsédlegesen voros fényt érzékelnek, abszorpcids maximumuk 600-700 nm-es
hulldmhosszon talalhatd. Az Arabidopsis thaliana 6t fitokrém génnel rendelkezik: PHYA, B, C,
D és E. A fitokromok homo- vagy heterodimerekként vannak jelen a névényi sejtben, és két
izoformat vehetnek fel. Az inaktiv Pr forma, fitokromobillin kromofdrjanak kdszénhetéen
gerjesztési energiat nyel el az érkez6 voros fénysugarakbdl (Amax= 660 nm), ezt felhaszndlva
egy konformdcids valtozast szenved el, igy veszi fel bioldgiailag aktiv Pfr formajat [18]. Ezek a
sejtmagba vandorolva ,sejtmagi testeknek” nevezett képleteket formalnak, melyek
fényindukalt gének expresszidjat végzé multiprotein komplexek [19] . Az aktiv Pfr forma
tavoli voros fénnyel torténé gerjesztéssel (Amax= 730 nm) inaktivalhato, de létezik egy
fényfliggetlen, dm hémérsékletfliggd spontan visszaalakulas is, melyet a szakirodalom ,,dark
reverzidként” fémjelez. Er6sebb fényintenzitdson az aktiv allapotba keriilt dimerek nagyobb

aranyban vannak jelen, és a sejtmagba vandorolva erGteljesebb génexpresszids valtozast
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képesek indukalni. E jelenség adja meg a molekularis hatterét annak, hogy a névényi
cirkadian ritmus az ugynevezett Aschoff-szabaly szerint mikodik [20]: ennek értelmében
,diurnalis” (nappal aktiv) él6lényekként a novények cirkadian ritmusa erésebb intenzitasu
fényben felgyorsul (paraméterben kifejezve: a periddusa csokken), gyengébb intenzitdsu

fényben viszont lassabb ritmusra valt (periédusa megnd).

A PHYA alacsony intenzitasu voros fény, illetve rovid idejd fényimpulzusok érzékelésével
allitja be a cirkadian 6rat; mutdcidja periddus-valtozast idéz el§ gyenge voros fényben [21].

Az 6ra felé hatd jelatviteli rendszere még nem ismert.

A PHYB-t f6leg a nagy intenzitasu voros fény receptoraként ismerjik, de tavoli voros fény
érzékelésére is képes. A PHYB dra-asszocidlt szerepkore mar feltérképezettebb: az ELF3
orafehérjével kdlcsonhatva kozvetleniil is képes az érat szabdlyozni [22]. A kbzvetlen ELF3
interakciéra ugyan a PHYC és PHYE is képes [23], de esetliikben még nem mutattak ki, hogy
az interakcidénak draszabalyozé hatdsa lenne. A phyC mutdacié hémérsékletfliiggd mdédon
hosszu periddust eredményez, ami alapjan ugy tlnik, a PHYC a fény mellett a hémérsékleti
paramétereket is képes zeitgeberként haszndlni az éra szabalyozdsahoz [24]. A PHYD és PHYE
Orabeallito képességét meglehet6sen nehéz feladat tanulmanyozni, mivel funkcidikat a PHYB
redundans mdédon képes ellatni [25]. Az 6tsz6rds fitokrdom mutacid a cirkadian ritmust ugyan

nagymértékben karositja, de az ra nem valik teljesen mlkodésképtelenné [26].
1.3.3.2.2. Kriptokromok

A kriptokromok kék fény (390-500 nm) és UV-A (320-390 nm) tartomany érzékelésére képes
receptorok. Ehhez N-terminalisukon levé fotolidz-szer(i doménjiket hasznaljak, melyek FAD
(flavin adenine nucleotide) és MTHF (flavin plus either methenyltetrahydrofolate)
kromofdrokat kotnek. A CRY1, nagyobb stabilitdsanak készonhet6en egy magasabb
fényintenzitdson funkcionald fehérje, mig az instabilabb CRY2 gyenge fényintenzitason fejti
ki hatasat [27], igy egy kifinomultabb szabdlyozasi rendszer érvényesiilhet fényintenzitastdl
fliggben azon gének esetében, melyek kék fényben aktivalédnak.

A cryl mutdns hosszu periédust mutat kék fényben, mig tultermeltetése hiperszenzitivitast
és rovid periédust okozott, vagyis a CRY1 szerepet jatszik az dra kék fény altali beallitasdban
[28]. A cry2 mutacidé 6nmagdaban nincs hatdssal az érara [29], azonban a CRY1 és CRY2

egylittes tultermeltetése tovabb ndveli a novény gyenge kék fényre vald érzékenységét [30].
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1.3.3.2.3. A ZTL csaldd tagjai: a ZTL, FKF1 és LKP2

E receptorok a kriptokromokhoz hasonlé tartomanyban aktivalddnak. Az 6 kromoférjuk egy
FMN (flavin-mononukleotid) redoxfesték, mely LOV-motivumukhoz (LIGHT, OXIGENE OR
VOLTAGE) kotédik (utdbbi egy masik jelentds fotoreceptor csaladnal, a fototropinoknal is
megtaldlhato elem).

Kék és fehér fényben a zt/ mutdns hosszu periédust mutat, de fényerésség fligg6 mdédon
[31], ami az 6ra bemeneti oldaldn szereplé komponensekre jellemz6 tulajdonsag. A ZTL tobb
oragénnel is kdlcsdnhat. Bar a ZTL mRNS konstitutiv expressziét mutat, fehérjeszinten mégis
ritmikus a kifejez6dése. Ez a GIGANTEA (Gl) érafehérje hatasabdl adédik, mely kék fényben
HSP90 chaperonokhoz kétédve noveli a termel6dé ZTL fehérjék megfelel6 konformacio-
felvételének sebességét[32]. A Gl fehérje degradacidjanak elGsegitése Utjan az ELF3 is
kozvetett hatassal bir a ZTL-ra [33]. A ZTL emellett részt vesz a TOC1 és a PRR5
proteoszomalis degradacidjanak szabalyozasaban [34] [35].

Az FKF1 és LKP2 esetében is bizonyitottak dra-asszocialt funkciét: az fkf1 mutdcidja lassitotta

a cirkadian ritmust [36], az LKP2 tultermelése pedig aritmiat vont maga utén [37].
1.3.3.2.4. Az UVR8

Az UV-B fény (280-315 nm) jelatvitel fotoreceptorat sikerilt a legkés6bb azonositani [38].
Ennek részben az UVRS8 kiilonleges természete az oka: a fent emlitett fotoreceptorokkal
ellentétben nem rendelkezik kiilon prosztetikus kromoférral, hanem meghatdrozott
elhelyezkedésl(i triptofan aminosavak gerjesztédnek a fehérjében. Ezen kiviil a receptor —
szintén egyedi mdédon — inaktiv allapotaban dimer, bioldgiailag aktiv dllapotdban monomer
formaju. Az uvr8 névények periddusa kilonbozik a vad tipustél UV-B kezelés hatasara, vagyis

az UVR8 az UV-B fény bemeneti eleme az oszcillator felé [39].

1.3.3.3. A jelatvitel tovabbi elemei
1.3.3.3.1. COP1

Az egyik legjobban feltérképezett jelatviteli intermedier a COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1), mely természetét tekintve egy E3 ubiquitin ligdz.Leginkdbb a

skotomorfogenezis névvel illetett fejlédési programban betoltott szerepérdl ismert, melynek
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célja, hogy a csirdzé névény képes legyen utat torni a fold felszinére. Ennek érdekében a
névény hipokotilja intenziv megnyulast mutat, a sziklevelek zart allapotban vannak, a
hipokotil kampd nev( képlet pedig védi az apikdlis merisztémat a mechanikai sériilésektdl.
Mikor a névény eléri a foldfelszint, atvaltja fejl6dési programjat az un. fotomorfogenezisre,
mely sordn a hipokotil kampd kiegyenesedik, a sziklevelekk szétteriilnek, és a novény
megkezdi energiagy(jtését, a fotoszintézist. A COP1 feladata abban all, hogy s6tétben E3
ubiqitin ligdz-komplexek tagjaként degradacidra jeldlje ki azon transzkripcids faktorokat a
sejtmagban, melyek jelenlétiikkel tul koran inditandk el a fotomorfogenezist (asotétben nétt
copl mutdns novények fenotipusa olyan, mintha a novények fényben nevelkedtek volna).
Fény hatdsara azonban a COP1 funkcidja gatlddik, masrészt maga a COP1 fehérje
transzportalédik a sejtmagbdl a citoszolba, igy a sejtmagban a COP1 célfehérjék

felhalmozdédhatnak és képesek elinditani a két fejlédési program kozotti valtast.

A COP1 szerepét a fény dltal torténs orabedllitdsban mar bizonyitottak, példaul a cop1
mutans ndvény ritmusa - hasonldan az uvr8 mutanséhoz — elveszti az UV-B fénnyel torténd
beallitas képességét [39]. Mivel azonban a COP1 rendkivil sokféle fehérje stabilitdasat
befolyasolja, Ugy az déra felé is tobb jelatviteli uton hathat. Ennek megismerése jelenleg is

zajlik.

1.3.3.3.2. Lehetséges kozvetlen bemeneti elemek: a HY5

Napjainkban ez egyik legintenzivebben kutatott teriiletnek szamit azon jelatviteli
komponensek azonositasa, melyek képesek az dragének miikodésére kozvetlendl hatni. Ezek
kozil szeretném az aldbbiakban bemutatni a HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL 5) nevd

transzkripcids faktort, mely dolgozatom targyat képezi.

A HY5 a bZIP transzkripcids faktorok csaladjaba tartozik. Homoldgjaval, a HYH-al (HY5
HOMOLOG) mintegy 49%-o0s szerkezeti hasonldsagot mutat: leginkdbb a DNS-k6t6 doménjuk
felépitésében egyeznek, de tobb, fontos koélcsdnhatod partnerek kotéséhez sziikséges
motivum is fellelhet6 mind a HY5-ban, mind a HYH fehérjében [40]. A HY5 és HYH leginkabb
olyan gének promoteréhez két, melyek ACGT szekvenciat, mas néven ,ACE-motivumot”
tartalmaznak. Sokféle cisz-elem tartalmaz ACE-motivumot: ide sorolhatdk a G- (CACGTG), C-

(GACGTC) és Z-box elemek (TACGTG), vagy ezek valtozatos hibridjei, igy mint a G/C-
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(CACGTC), A/C- (TACGTC) és T/G-box elemek (AACGTG) [41]-[43]. Mindezen cisz-elemek
rendkivil sok helyen megtalalhatéak a novényi genomban, nem kéthet6ek csupan egy adott
jelatviteli folyamathoz. A HY5 transzkripcids faktor azonban nem csupdn azért képes sokféle
anyagcsere folyamatra hatast gyakorolni, mert a kot6déséhez sziikséges motivum dltalanos
el6fordulasu. A HY5 nem sorolhatd a klasszikus transzkripcios faktorok kézé, ugyanis nem
rendelkezik transzkripcids valtozast indukalé doménnel [44], [45] . Ahhoz, hogy szabalyozd
hatasat kifejtse, kofaktorokra van szliksége, amelyek a gén transzkripcids aktivalasat/gatlasat
elvégzik, ennélfogva a HY5 komplexek tagjaként vesz rész megannyi gén szabdlyozdsaban
[40]. Ezen komplexek Osszetétele feltételezhetben akdr szovettipusonként és a kornyezeti
hatdsok fliggvényében is eltérhet, ami szintén lehetGséget ad arra, hogy a HY5 egy
kiemelkedGen sokoldalt szerepkort tolthessen be. Genomszint(i vizsgalatok alapjan a HY5
mintegy 1200 Arabidopsis gén kifejez6dését szabdlyozza, ezek 20%-a esetében mutattak ki
direkt HY5-kotést [43]. Erdemes megjegyezni, hogy bar homoldgjaval nemcsak felépitésiik,
hanem funkcidik listdja is atfedést mutat, a HY5 befolyasa, fontossaga dominansabbnak

mutatkozik az egyes folyamatokban.

A HYS5 szerepe kulcsfontossagu a fotomorfogenezisben. S6tétben a HY5-t a COP1 26S
proteoszéma altali lebontdsra itéli, de fény hatdsara (mely lehet voros, tavoli voros, kék, és
UV-B fény is) a HY5 mRNS mennyisége 2-3x-0s, a HY5 fehérje mennyisége pedig mintegy 15-
20-szorosara emelkedik, j6l mutatva, hogy a HY5-szint szabdlyozasa elsésorban
poszttranszkripcids szinten torténik (a COP1-komplex jelenlétének fliggvényében) [46]. A
HYS5 egy altalanos pozitiv faktor a fényfliggd génszabalyozasban: olyan gének transzkripcidjat
segiti, melyek antocianin szintézisben (pl.: CHALCONE SYNTHASE /CHS/, FLAVONOL
SYNTHASE /FLS/), klorofill szintézisben (pl.: LIGHT HARVESTING CHROLOPHYLL A/B 1.3
JLHCB1.3/, PHYTOENE SYNTHASE /PSY/) szachardz anyagcserében (pl.: SUCROSE
TRANSPORTER 11 /SWEET11/) vesznek részt, dm represszor hatast is kifejthet, kiilondsképp
a sejtmegnyulasért felelds gének esetében (pl.: EXPANSIN2 /EXP2/, XLYOGLUCAN
ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE 5 /XTH5/) [47].

A HY5 a hormonhdztartas egyensulyaban is aktiv szerepet tolt be, képes befolyasolni az
auxin, etilén, brasszinoszteroid és abszcizinsav jelatvitelt. Emellett olyan terlileteken is
bizonyitottak hatasat, mint a flavonoid- és terpenoid szintézis indukcidja, a névény hideghez

vald akklimatizacidja, a nitrogén asszimilacioé serkentése [47].
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Transzkripcids faktorként és a fény-jelatvitelben betoltott megkerilhetetlen szerepébdl
addddan a HYS idealis jeloltnek bizonyult arra, hogy bizonyos éragének expresszidjanak

megvaltoztatasaval kozvetlen szabalyozdja legyen az éra fény altali beallitdsanak,

szinkronizacidjanak.
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2. Célkitlizések

A HY5 dra-asszocidlt szerepkorének meghatarozdsaval kapcsolatban tobb egymasnak

ellentmonddsos eredmény lelhetd fel a szakirodalomban:

A HY5 tobb éragén promoteréhez is (TOC1, CCA1, LHY, ELF4) kot6dott fehér fényben

in vivo [43].

e Andronis és mtsai eredményei alapjan a HY5 nem képezi az oszcilladtor részét, mivel —
bar direkt kélcsonhatasba l1ép a CCA1 fehérjével - hidnya csak bizonyos kimeneti
elemek expresszidjara van hatassal [48].

e Li és mtsai 2011-ben bizonyitottak, hogy az FHY3 (FAR-RED ELONGATED 3), FAR1
(FAR-RED IMPAIRED RESPONSE 1) és HY5 transzkripcids faktorok az ELF4
promoteréhez kotve aktivaljak annak transzkripciéjat [45].

e Ezzel szemben Fehér és mtsai eredményei szerint a hy5 hyh mutans periddusa nem

tért el jelent6sen a vad tipusétdl. [39].

Dolgozatom célja volt, hogy az emlitett kisérletekben hasznalt koriilmények és eljarasok
alapos vizsgdlata és 6sszehasonlitasa utan, egy arnyaltabb kisérleti elrendezésben

hatdrozzam meg, hogy

- a HY5 és homoldgja képesek-e hatni a névényi cirkadian 6ra mikodésére,
- ésamennyiben van dra-asszocialt funkcidjuk, ugy milyen molekuldris mechanizmus

altal és kornyezeti feltételek mellett téltik azt be?
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3. Anyagok és maddszerek

3.1. Kisérleti anyagok és organizmusok

3.1.1. Tapoldatok, taptalajok, antibiotikumok

Bakterialis taptalajok

LB (Luria-Bertani °

medium) (pH=7,0) °

1% (w/v) tripton (Molar Chemicals, Budapest, Magyarorszag)
0,5% (w/v) élesztd kivonat (Molar Chemicals)
1% (w/v) NaCl (Molar Chemicals)

szilard taptalajhoz: 1,5% (w/v) agar (Molar Chemicals)

YEB (Yeast Extract
Beef) (pH=7,0)

0,5% (w/v) Difco™ beef extract (Fisher Scientific, Hampton, NH,

Egyesiilt Allamok)
0,5% (w/v) szahardz (Molar Chemicals)
2 mM MgSO, (sterilre szlrve)

szilard taptalajhoz: 1,5% (w/v) agar (Molar Chemicals)

Novényi taptalajok

%MS1 (Murashige-Skoog
Medium) (pH=5,6)

e 2,15 g/l MS por (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri,
Egyesiilt Allamok)
e 1% (w/v) szaharoz

e 0,8% (w/v) agar (Molar Chemicals)

MS0/0,5/1/2/3
(Murashige-Skoog
Medium) (pH=5,6)

e 4,3 g/l MS por (Sigma-Aldrich)
e 0/0,5/1/2/3% (w/v) szaharéz

e 1% (w/v) agar (Molar Chemicals)

AM (Arabidopsis Medium)
(pH=5,6)

e 2,15g/I MS por
e 1% (w/v) szaharoz

e 0,2% (w/v) fitagél (Sigma-Aldrich)
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Antibiotikumok

o Végkoncentracio
Modellszervezet Szelekciods agens
(60°C-ra hiitott tapoldatba keverve)
Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
Escherichia coli
Kanamicin (Km) 50 pg/ml
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml
Agrobacterium tumefaciens Kanamicin (Km) 50 pg/ml
Rifampicin (Rf) 25 pg/ml
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml
Arabidopsis thaliana
Klaforan (Cf) * 200 pg/ml
BASTA ** 20000x

*nem szelektdlashoz, hanem a novényi taptalajok bakterialis fert6zésének
visszaszoritasa érdekében hasznaltuk

** nem antibiotikum, hanem gyomirtd. Az EgrEvo (Bad Soden, Németorrszag) cég altal
forgalomba hozott oldatot permetszerként alkalmaztuk viragfoldon csirdztatott

Arabidopsis magvak szelektdlasdhoz a fent feltlintetett higitasban.

3.1.2. Plazmidok
A génkonstrukciok épitéséhez altalaban pBluescript Il KS/SK plazmidot hasznaltunk, vagy
egybdl a célplazmidban, pPCV-ben (Plant Cloning Vector) szerkesztettiik a sziikséges

géndarabokat. A pPCV BASTA-rezisztens valtozatat (pPCVB) Dr. Szekeres Miklds készitette el.

3.1.3. Baktériumok

A molekularis kldnozasi munkak soran Escherichia coli (E. coli) XL-1 Blue torzset hasznaltunk
(Stratagene). A novényi transzformaldshoz elkészitett plazmidokat E. coli S17-1 toérzsbe
transzformaltuk. Ez a torzs volt képes a plazmidjat atadni az Agrobacterium tumefaciens
GV3101 (pPM90RK) (Rif, Kan) térzsnek, mely kés6bb a névénybe juttatta a hatdrold elemek
kozotti idegen DNS darabot (T-DNS).
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3.1.4. N6ovények

Minden kisérletlinkben hasznalt vad tipusu, mutdns illetve transzgenikus névény Arabidopsis
thaliana Wassilevskija (Ws) 6kotipusu névény volt. A hy-ks50, hyh-1 szimpla mutdns,
valamint a hy5-ks50 hyh-1 dupla mutdns vonalak leirdsa az alabbi cikkekben tekintheté meg:
[39], [40], [49]. A CAB2:LUC, CCR2:LUC, CCA1:LUC és GI:LUC riportergén-konstrukciok
jellemzését a kovetkez6 kozlemények tartalmazzdk:[50]—[52]. Ezen konstrukcidkat vad tipusu
Ws novényekbe transzformaltuk. A késGbbiekben kivalasztott homozigdta, a transzgént egy
képidban tartalmazé T3 vonalakat hy5, hyh és/vagy hy5 hyh novényekkel kereszteztiik annak
érdekében, hogy az adott markergén minden genetikai hattérben azonos legyen. A sikeres
,F1” keresztezéseket luciferaz-aktivitasuk alapjan azonositottuk, az dnbeporzassal létrejott
,F2” generacidban allélspecifikus primerparok alkalmazasaval valogattuk ki azon hy5/hyh
homozigdta egyedeket, melyek luciferdz-aktivitast mutattak. A riportergén-konstrukciok
|6kuszainak vizsgalatdhoz nem allt rendelkezéslinkre megfelel§ primerpar, igy az emlitett
egyedek dnbeporzassal létrejott ,,F3” nemzedékében hasaddsi vizsgalattal szelektdltunk a

riportergén-konstrukciét homozigéta formaban hordozé vonalakra.

3.2. Novényeken alkalmazott eljarasok

3.2.1 Novények el6készitése és nevelése

Az Arabidopsis magvakat 3 napon keresztiil duzzasztottuk desztilldlt vizben 4 °C-on, majd 8-
15 percen keresztil sterilizaltuk azok felszinét 30%-0s Domestos oldatban vald aztatassal. A
magvakat ezutan 6t kérben mostuk at csiramentes desztillalt vizzel, majd a megfelel§6 AM
vagy MS taptalajokra szélesztettiik 6ket. A pozitiv egyedek kivalasztasa el6tt vagy a kisérleti
fénykezelések elStt egy hétig inkubaltuk ket 22 °C-on 12-12 6ras fény (80 uE= umol m?s™)

és sotét ciklusok valtakoztatasaval.

3.2.2. Fénykezelések
Monokromatikus fénykezeléseinkben a Quantum Devices Inc. (USA) SnapliteTM LED-
fényforrasait hasznaltuk. A monokromatikus kék fény (A= 455-485 nm) és voros fény (A= 645-

675 nm) erGssége 15 LE, a tdvoli voros fény (A= 715-745 nm) eréssége 5 UE volt.

20 [




3.2.3. Transzformalt névények létrehozasa

Az Agrobacterium-medialt transzformaciot Clough és Bent 1998-ban leirt virdgmartogatasos
technikdajaval végeztiik el [53]. A transzformalt novények magjait a vart rezisztenciatol
fliggden klafordnnal és higromicinnel kiegészitett AM taptalajon, vagy BASTA gyomirtdval
permetezett liveghazi foldon csirdztattuk ki, igy kivalasztva a sikeresen transzformalt
egyedeket (T1 nemzedék). Kell§ fejlettséglik elérése utan friss foldbe atlltetve neveltiink fel
20-30 fliggetlen T1 vonalat. Kisérleteinket a T3 nemzedéknek idegen génre nézve
homozigdta egyedein végeztiik. A komplementdld vonalak esetében Western-blottal

ellendriztiik a kérdéses fehérjék kifejez6dését.

3.2.4. Lumineszencia mérés él6 novényben

A mérés meginditasa elStt 6 éraval 96 zsebes lemezeket készitettlink, melyek mindegyikébe
0,25 ml MS téptalajt, egy hét napja csirdzott, luciferdz riportergént kifejezé csirandvényt és
20 pl 2,5 mM-os luciferin oldaltot tettiink. A méréseket TopCount NXT™ luminométerrel
(Perkin Elmer) végeztiik el. A 2-7 napos mérés soran a muiszer 1-2 éranként rogzitette a
csiranovények altal kibocsajtott fény mennyiségét. A mérési eredményeket Microsoft Excel
TopTemp makréval dolgoztuk fel. A kiértékelés sordn a mért értékek az 6sszes mért érték
atlagaval kerultek elosztasra, majd az utolsé sotét/fény atmenettdl (ZTO) szamitott id6

fliggvényében abrazoltuk Sket.

3.3. Molekularis biologiai modszerek

77 7

3.3.1. Riportergén konstrukcidk el6allitasa

Minden restrikcios emésztést és plazmid DNS-szerkesztési Iépést a Thermo Fisher Scientific
enzimjeivel, a gyarto altal szallitott pufferekben, a javasolt kortilmények kozott végeztiik el.
A kapott DNS-termékeket elektroforézissel valasztottuk el agaréz gélben (SeaKem LE,
Cambrex), majd a gélbdl kivagva fenolozassal tisztitottuk. A T4 DNS ligazzal torténd ligalast
szintén a Thermo Fisher Scientific el6irdsa alapjan végeztiik el. A DNS-ligatumot Inoue-
madszerrel [54] elGkészitett XL-1 Blue kompetens sejtekbe transzformaltuk hésokk-
kezeléssel [55]. A plazmidot felvett egyedek szelekcidjat a megfelel6 antibiotikumot

tartalmazé LB lemezeken végeztiik el 16 6ran &t 37 °C-on. A plazmidokat az E.coli sejtekbél
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maodositott lUgos feltards segitségével izolaltuk [56], majd restrikcids emésztéssel

ellendriztik.

3.3.2. Agrobacterium konjugacié

A megszerkesztett pPCVB vektorokat E.coli S17-1 torzsébe transzformaltuk, majd a
plazmidokat hordozé baktériumokat 1,5 ml ampicillinnel kiegészitett LB tapoldatban
neveltiik 16 6rén 4t 37 °C-on. Ezt megel6z8en 3 ml Agrobacterium tumefaciens GV3101
kultura nevelését is megkezdtiik YEB tdpoldatban, mely 30 °C-on 24 éra alatt nétt fel. A két
baktérium szuszpenziobol 1-1 ml-t 6sszekevertiink és szelektald agens nélkili YEB
taplemezen inkubaltuk egy napon at, majd a tenyészetbdl rifampicin, karbenicillin és
kanamicin tartalmu YEB lemezre oltottunk at kis mennyiséget. A lemezen életképes
Agrobacterium-telepeket 5 alkalommal passzaltuk ugyanilyen lemezeken, ezutdn hasznaltuk

fel 6ket Agrobacterium-medialt virdgtranszformalasra.

3.3.3. Kromatin immunoprecipitacié (ChiP)

A Werner Aufsatz altal kidolgozott ChIP protokollt (http://www.epigenome-
noe.net/researchtools/protocol.php?protid=13) az aldbbi mddositasokkal alkalmaztuk: 10
napos novényeket fixaltunk 1%-os (v/v) formaldehid oldatban. Sejtmag izolalast, majd lizist
kdvetben a kromatinallomanyt 6x10 masodpercig szonikaltuk 10%-os teljesitményen, Vibra
Cell szonikator (SONICS & MATERIALS Inc., Danbury, CT, USA) alkalmazdasdaval. A szonikalt
kromatint felhigitottuk, majd tisztitasi Iépésként 20 pl térfogatu kontroll agaréz gyénggyel
inkubaltuk (Chromotek GmbH, Németorszag) 1 éran keresztiil, 4 °C-on (,,pre-clearing). Az ily
madon ,tisztitott” kromatin oldatbél egy adag aliquot-ot ,input” kontrollként félretettiink,
majd a maradékot 12,5 ul GFP-kdt6 agardz gyongyokdn engedtiik 4t 16 6ran keresztiil, 4 °C-
on. A precipitdlt kromatint leoldottuk, s ezek utan az input kontrollal megegyez6
kezeléseknek vetettiik ala: a keresztkotéseket feloldottuk és a DNS-t Silica Bead DNA Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific) oszlopon tisztitottuk meg. A tisztitott DNS végtérfogata
megkozelitSleg 45 ul volt. 1,5 pl eludtumot gRT-PCR reakcidkkal analizaltunk, melyek
részletei az adott kisérlet leirdsaban talalhatdak meg. A ChIP-gPCR-hoz hasznalt primerek
listdjat az 1. melléklet tartalmazza. A ChIP adatok értékelését az ,,input %” mddszerrel

végeztik el [57].
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3.3.4. Novényi DNS tisztitas

10-100 mg tomeg( levélmintat folyékony nitrogénben lefagyasztottunk, majd 1,5 ml-es
Eppendorf-csdvekben elporitottuk azt. A mintara 500ul CTAB puffert (0sszetétele: 1% CTAB,
100 mM Tris-HCI (pH=8,0), 20 mM EDTA, 1,42M NacCl, 1% PVP40, 0,5% B-merkaptoetanol)
mértiink, majd 30 percen &t 65 °C-on inkubdltuk. 10 perc centifugdlds utan (22 °C, 13000g) a
fellluszot Uj cs6be mértik at, s megegyezd térfogatu kloroformmal elegyitettiik. 10 perc
centrifugdlassal elvdlasztottuk a szerves fazist a vizes fazistol. Utdbbit Uj cs6be mértiik at és
0,75x-es térfogatban hozzdadott 2-propanollal kicsaptuk a DNS-t. Az egy 6ras
szobahdmérsékleten torténd inkubacid alatt kicsapddott DNS-t Gjabb 10 perces
centrifugdldssal Glepitettik, majd 70%-os etanollal &tmostuk, légszivattyuval szaritottuk és
100 pl desztillalt vizben feloldottuk. A minta RNS-tartalmat 10 pg RNaz-A enzimmel
tavolitottuk el 1 6ras 37 °C-os inkubdcid alatt. Ezt kévetSen a mintét fenol és kloroform 1:1-
es elegyével, 5 perces centrifugalasokkal két korben extrahaltuk, majd a vizes fazis DNS-
tartalmat az el6z6ekkel megegyezé mddon 2-propanollal kicsaptuk, szaritottuk, és

feloldottuk 50-50 ul steril desztillalt vizben.

3.3.4. Novényi RNS tisztitas

A novényi 6ssz-RNS tisztitdasat 100 mg folyékony nitrogénben poritott novényi mintabdl
vontuk ki Qiagen RNeasy Plant Mini Kittel, a gyartd altal megadott protokollt kbvetve. A
kinyert RNS mennyiségét és minGségét a minta 260 nm-en és 280 nm-en mért

fényelnyelésébdl hataroztuk meg.

3.3.5. mRNS-szint meghatarozasa valods ideji PCR-ral

A novényi mintakbol izoldlt 6ssz-RNS 1ug-jabdl cDNS-t készitettlink a Thermo Fisher
Scientific RevertAid ™ First-Strand cDNA Synthesis Kitjének hasznalataval, a gyarté
Utmutatasainak megfeleléen. A kapott termékeket térfogatuk 6tszérosére higitottuk RNaz-
mentes vizzel. A kérdéses mRNS-ek szintjét valds id6ben mért PCR-ral, ABI PRISM 7300
(Applied Biosystems) gépen hataroztuk meg, POWER SYBR Green PCR Master Mix
alkalmazasaval (Applied Biosystems), 15 ul végtérfogatban. Reakcionként 1,5 ul higitott cDNS
templatot hasznaltunk.

Az mRNS szintek meghatdrozasanal a ,,Standard Curve” mddszer szerint jartunk el. Ehhez a

kiilonb6z6 napszakokbdl szarmazo, de dsszességében egy teljes napot lefedd ndvényi
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mintahalmaz cDNS mintdibdl egy keveréket képeztiink, melyet 1, 10, 100 és 1000x-es
térfogatra higitottunk. Ezekben a standard mintakban az egyes gén-specifikus primerek
alkalmazasaval képesek voltunk meghatarozni az adott amplifikacios kiiszobértékhez tartozo
ciklusszamot. A kapott értékekre egyenest illesztettiink, amelynek definidltuk a
segédvaltozoit. Az ismeretlen mintak mRNS szintjeit e hitelesitd egyenes alapjan allapitottuk
meg. A kapott értékeket (melyek mérését haromszor végeztiik el) ezutan a mintak TUB2/3
MRNS szintjével normalizaltuk. A sokszorozdshoz hasznalt primereket 0,3 uM téménységben
alkalmaztuk, szekvencidik listajat az 1. melléklet tartalmazza. A PCR az alabbi paraméterekkel
zajlott le: 94 °C 2,5 perc, 40X (95 °C 15 mp, 60 °C 1 perc).

Minden kisérletben ugyanazt a standard cDNS sort hasznaltuk, ennélfogva a kiilonb6z6

abrakon az expresszids szintek 6sszemérhet6ek egymassal.

3.3.6. Novényi Osszfehérje tisztitas

100-150 mg noévényi mintat folyékony nitrogénnel lefagyasztottunk és 2 ml-es Eppendorf
csében porra 8roltiink. Az elporitott mintara 200-300 pl 95 °C-ra el6melegitett feltard
puffert mértink (4M urea, 5% (w/v) SDS, 5% (w/v) B-merkaptoetanol, 16,67% glicerin). A
minta és a puffer homogén allagra keverése utan a cséveket 95 °C-os termosztatban
inkubaltuk 3 percig, majd centrifugélassal (20 perc, 22 °C, 13000g) elkiildnitettiik a
tormeléket, s a felliluszét Uj csovekbe mértiik at. A mintak azonnal alkalmazhatdk voltak

poliakrilamid gélen torténd futtatashoz.

3.3.7. Fehérjeszint meghatarozas Western blottal

Mintanként 20 pg 6sszfehérjét futtattunk meg 7%-os SDS-poliakrilamid gélen Tris/glicin/SDS
futtatd pufferben. A kifuttatott gélb6l 2x15 percig transzfer pufferrel (12 mM Tris-HCl
pH=8,3, 96 mM glicin, 20% (w/v) metanol) dblitettiik ki az SDS és urea maradvanyokat. A
gélbdl az elvalasztott fehérjéket elektroblot késziilékkel (BioRad, 80V, 3h) Immobilon-P
polivinilidén-difluorid m{ianyag membrdnra vittik at (Millipore). Ezutan a lapot TBST
pufferrel (20 mM Tris-HCl pH=7,5, 150 mM NacCl, 0,05% (w/v) Tween20) 6blitettik at. A
szabadon maradt két6helyeket 4 °C-on semlegesitettiik éjszakan &t blokkolé pufferrel (5%
(w/v) sovany tejpor, 1% (w/v) TBST pufferben feloldva). Ezt kévet6en a membrant GFP elleni
elsédleges ellenanyaggal inkubaltuk (Clontech, Living Colors A.v. Monoclonal Antibody JL-8,

2000x-es higitasban), melyet blokkold pufferben feloldva, 1,5 drén keresztiil hagytunk a
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membranon. Ezutan 3x5 percig TBST pufferres mosassal tavolitottuk el a felesleges
ellenanyag maradvanyokat. Végil blokkolé pufferben 5000x-esre higitott, torma peroxidaz
kapcsolt egér-IgG elleni masodlagos ellenanyagot adtunk a membranhoz és 1 éran at
inkubaltuk, majd Gjabb TBST pufferes mosas kovetkezett 3x15 percen at. A felesleges
folyadék leitatdsa utdn a membrant par masodpercig Millipore Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate Peroxidaz és Luminol reagensének 1:1 aranyu oldataban

aztattuk, s CCD kameraval detektaltuk a kemilumineszcens jeleket.

3.3.8. Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

A kettG6s szalu probakat komplementer oligonukleotidok (IDT) hibridizalasaval allitottuk el6 a
megfelel6 pufferben (10 mM Tris-HCl (pH=7,5), 1 mM EDTA, 50 mM NaCl). Az eljarasban
azonos mennyiségli komplementer oligdt kevertilink 6ssze 40 uM végkoncentracidban, azt
blokkmelegit8ben 95 °C -on 5 percen &t hevitettiik, majd éjszakan at hiilni hagytuk
szobah6émérsékletre. A forward oligonukleotidok 5’ végét biotinnal jeloltik (IDT). Az N-
terminalison 6xHis-jelolt HY5 fehérjét BL21 E.coli torzsben termeltettiik, s azt Ni-NTA agaroéz
matrixon (Qiagen) tisztitottuk a gyarto altal megadott protokollt kbvetve (Qiagen,
QlAexpressionist). A kotési reakcidelegy 40 fmol probat és 100 ng tisztitott HY5 fehérjét
tartalmazott 20 ul végtérfogatban, az aldbbi 6sszetételli pufferben: 10mM Tris-HCl (pH= 7,5),
85 mM KCl, 5% (v/v) glicerol, 0,1 pg/ul poly (dledC). A reakcidelegyet 20 percen keresztdl
inkubaltuk szobahémérsékleten, majd 4%-os poliakrilamid gélekre vittik fel. A géleket 0,5x
TBE pufferben futtattuk 70 percen at, majd az elvalasztott fehérjéket HyBond-N +
(Amersham) nylon membrdnra vittlk at. A biotinnal jelolt fragmentumok detektdlasara a
kemilumineszcens nukleinsavdetektdléd modult (Thermo Scientific) hasznaltuk a gyarté
utmutatasainak megfeleléen. A kemilumineszcens jeleket a Western-blot leirassal

megegyezd mdodon végeztiik el.

3.3.9. Alkalmazott szoftverek és weboldalak
A disszertdacio , Irodalmi attekintés” cim( fejezetében szerepld illusztraciokat a

www.biorender.com oldalon taldlhatd programmal készitettem el. A 4. mellékletben

talalhato génlistak 6sszevont génontoldgiai analizisét a www.pantherdb.org oldalon

s [



http://www.biorender.com/
http://www.pantherdb.org/

fellelheté PANTHER13 program segitségével végeztiik el. Az in vivo lumineszencia mérésbdl

szarmazo eredményeket Microsoft Excel TopTemp makrdéval dolgoztuk fel.
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4.Eredmények

4.1. A HY5 és HYH fény- és cukorfiigg6 modon képes szabalyozni az ora ritmusat

A munkankat megel6z6 kisérletek soran a hy5 mutdns és vad tipusu vonalak periédusanak
meghatarozasakor a névényeket folyamatos fehér fénykezelésnek vetették ald a konstans
kornyezeti korlilmények megteremtése érdekében. Mint tudjuk, a fehér fény tobbféle
hulldmhosszu fény keverékeként szamos novényi receptort és jelatviteli folyamatot is képes
aktivalni. A HY5 mindezen jelatviteli utak szabalyozasaban egyidejlileg részt vesz [44], képes
azok informacioit integralni, s ennek megfelel6en hangolni a névényi valaszreakcidkat a
fehér fénykezelésre. Mindemellett a kiilonb6z6 tanulmanyok sordn hasznalt névényi
tdptalajok cukortartalma sem volt azonos mértékl, marpedig a novények szacharéz

ellatottsagat jelz6 szigndlok zeitgeberként szolgalhatnak a cirkadian éra felé.

Mindezen ismereteink alapjan azt feltételeztiik, hogy a hy5 és hyh mutdnsok periddusaval
foglalkozd kisérletekben az alkalmazott fehér fény hullamhossz-6sszetételének, valamint a
novényi taptalaj szachardz-tartalmanak kilénbségei miatt mutathattak Iényeges eltéréseket
a kapott eredmények. Ennek bizonyitdsdhoz — az 6ra kimeneti elemeként ritmikusan
termel6d6 - CAB2:LUC (CHROLOPHILL A/B- BINDING PROTEIN 2) riportergén-konstrukciot
hordozd névényeket kereszteztiik hy5 ks-50 (hy5) és hyh-1 (hyh), valamint hy5 ks-50 hyh-1
(hy5hyh) genetikai hatterl névényekkel. Ezek cirkadian ritmusat in vivo luciferaz imaging

technikaval kovettiik. A kisérleti elrendezést oly mdédon arnyaltuk, hogy

e az egy hétig tartd 12h fény/12h sotét ciklusokkal torténd kiils6 éra-szinkronizalds
utan a kisérlet szabadon futd fazisaban a novények periédusat a korabban
alkalmazott fehér fénykezelés mellett monokromatikus kék (BL), vords (RL), és tavoli
vOros (FRL) fényben is megmeértik,

e valamint a kisérletet kiilonb6z6 (0,5, 1, 2 és 3%-0s) szachardz-koncentracidju
médiumon nevelt novényekkel is elvégeztik. Fontos megjegyezni, hogy luciferaz
enzim csak a novény megfelel6 mértékid cukor-ellatottsdga esetén képes
funkcionalni, ezért kisérletsorozatunkban nem alkalmaztunk szacharézmentes

médiumot.
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4. 3bra. A hy5 és hyh mutansok fény- és cukorfiiggd periédust mutatnak.

(A) Vad tipusu Wassilewskija (WT), hy5, hyh és hy5 hyh névények CAB2:LUC expresszids értékei. A névényeket
12 h fehér fény / 12 h sotét ciklusokbdl allé hosszinappalos (12:12 LD) kériilmények kéz6tt ndvesztettik 2%
szachardzt tartalmazd médiumon egy héten keresztil, majd 15 pumol m~ s'lfényerc'SsségL'j folyamatos fehér

fénykezelésnek vetettiik ald lumineszencidjuk monitorozasahoz.

(B, C,D) A novények szabadon futé periddusat a folyamatos fénykezelés soran mért CAB2:LUC ritmusok alapjan

becsiiltiik meg. A fénykezelésekhez 15 pmol m™ s erésség(i (B) fehér fényt, (C) kék fényt, vagy (D) voros fényt

hasznaltunk. A hibasavok 24 egyedi novény adatainak atlagabdl szamolt standard hibat jelzik.

A 4A abran lathato, hogy a CAB2:LUC marker ritmikusan fejezédik ki az egyes genetikai
hatterekben. Folyamatos fehér fénnyel torténé megvilagitas esetén (4B dbra) lathatjuk, hogy
a vad tipusu novény és a hyh szimpla mutans periddusértékei nem kilonboznek
szignifikdnsan egymastoél. A hy5 szimpla és hy5 hyh dupla mutans esetében a periddus

megkozelitGleg egy 6raval lecsdkkent a vad tipushoz képest, mi tobb, a kilénbség a médium
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szacharoz tartalmanak csokkentésével egyre fokozddott. A kisérletet megismételtiik a fehér
fénnyel megegyezs fényerdsségen (15 umol m? s) kék és vords fényben (4C és 4D abra),
valamint 5 umol m?s?t fényerdsségen tavoli voros fényben is (2. melléklet). Kék fénykezelés
hatdsara a hy5 és hy5 hyh vonalak még hangsulyosabb periédus csokkenést adtak, mint
fehér fénykezeléskor, tovabba ilyen kortulmények k6zott mar a hyh periddusa is rovidebb lett
a vad tipuséhoz képest (4C dbra). A voros fénykezelésben mutatott eltérések ugyan
gyengébbek, de hasonlitanak a fehér fénykezelésben tapasztaltakra: a hy5 és hy5hyh
mutansok periédusa kismértékben megrovidilt, dm a hyh a vad tipussal megegyezd
értékeket adott (4D abra). Ismert jelenség, hogy a tavoli-vords fény egy eddig fel nem
térképezett mechanizmuson keresztil zavarja az 6raelemek expresszidjat [58]: hatdsara az
Oragének, valamint az dra altal ritmikusan szabalyozott kimeneti elemek, igy a CAB2:LUC
expresszio-amplituddja is oly mértékben lecsokkent, hogy a kiilénb6z6 névényi vonalak

periddusat lehetetlenné valt megbecsiilni, s érdemben 6sszehasonlitani (2. melléklet).

A HY5 és HYH kilonb6z6 6ragének ritmikus expresszidjara gyakorolt hatdsanak
megallapitasahoz CCA1:LUC, GI:LUC vagy CCR2:LUC (CIRCADIAN-REGULATED2)
riportergéneket alkalmaztunk a megfelel6 mutans hatterekbe keresztezve (a CCR2 ugyan
nem oragén, hanem kimeneti elem, azonban ritmusa kivdléan nyomonkovethetd sotét
korilményben tartott novényeknél is). Ezen vonalakat az el6z6 bekezdésben taglalt kisérleti

elrendezéssel azonos kezeléseknek vetettik ala.
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5. dbra: A hy5 és hyh mutansok fényfligg6 rovid periédust mutatnak.

A CCA1:LUC, GI:LUC vagy CCR2:LUC riportergént kifejez6 novényeket 12:12 éras hosszinappalos koriilményben
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neveltik egy hétig, majd folyamatos kék fénybe (BL), vords fénybe (RL), vagy sotétbe helyeztiik 6ket. A
szabadon futo periédusokat a hat napon at tarté lumineszencia ritmusokbdl becsultiik meg. A hibasavokat 24

novény értékeinek standard hibajabdl allapitottuk meg.

A CCA1:LUC, GI:LUC és CCR2:LUC novények a CAB2:LUC-hoz hasonléan révid periddust adtak
(5. abra). A kék és voros fényben tapasztalt hy5 és hy5 hyh peridduscsokkenés szintén
megmutatkozott. A hyh hatter( riportervonalak periédusa csak kis mértékben, és kizardlag
kék fényben csokkent. Sotétben csupan a hy5 és hy5 hyh mutdnsokban tortént érzékelhet6
mértékd peridduscsdkkenés. A tavoli voros fényben —a CAB2:LUC riporterhez hasonldan -
alkalmatlanok voltak a LUC aktivitasok ritmusai a megfelel6 nyomonkdvetésre. Mindezen
adatok alapjan elmondhatjuk, hogy a HY5 és HYH valéban részét képezik a cirkadian 6ra
fény-bemeneti Gtjanak, s leginkdbb kék fényben, alacsony cukorkoncentracion képesek az

Ordra hatdst gyakorolni.

4.2. A HY5 kékfény-specifikusan a legtobb oragén és dra-asszocialt gén

promoteréhez kotodik

Terveink kdzo6tt szerepelt annak felderitése, hogy a HY5 kék és vords fényben milyen
oragénekhez képes kotddni. E kérdés megvélaszolasahoz ChiP-seq (kromatin
immunoprecipitaciot kovetd Ujgenerdcids szekvenalas) technikat alkalmaztunk olyan hy5
novényeken, melyek nativ HY5: promoterrel ellatott HY5-YFP fuzids proteint expresszalnak.
A 12:12 6ras fény-sotét ciklusokon nevelt névényi egyedeket 52 dérara folyamatos kék vagy
vOros fénykezelésnek vetettiik ald, majd GFP-ellenanyaggal kicsaptuk kromatindllomanyukat.
DNS-tisztitas és szekvenalads utan az azonositott fragmentumokat az Arabidopsis genomra
illesztettlk, de csak azokat tartottuk meg, amelyek fehérjekddold gének 5' szabdlyozd
régidjaba térképezddtek. Ugyanezt az eljarast elvégeztiik kék fényben szedett mintakon ugy
is, hogy a kromatin kicsapashoz nem hasznaltunk GFP ellenanyagot. Az igy létrejott kontroll
minta mutatta meg a mdodszer "hattérzajat", vagyis azokat a genomi fragmentumokat,
amelyek nem a HY5-kotés miatt, hanem aspecifikus interakcidk miatt jelentek meg a
tisztitott DNS frakcidoban. A HY5 kotését olyan fragmentumok esetében nyilvanitottuk
szignifikdnsnak, amelyek legaldbb 4-szeres dusulast mutattak a GFP ellenanyaggal kicsapott

mintakban a kontrol mintahoz viszonyitva.
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6. dbra. A HY5 fényminGség-fliiggd kromatin asszociacidja .

A HY5:HY5-YFP konstrukciét hordozd hy5 mutdns ndvényeket 12:12 6ras hosszunappalos koriilmények kozott
neveltiik 7 napon at, majd folyamatos kék (BL) vagy voros (RL) fénykezelésnek vetettik ala 6ket. A mintakat 52
oraval késébb begyljtottik. A keresztkotott és szonikalassal darabokra tért kromatinallomanyt a-GFP
antitesttel kicsaptuk. A mintak DNS-ét megtisztitottuk és Ujgeneracios szekvendldsnak vetettiik ald. A HY5-k6t6
promotereket/géneket a sz6vegben leirtak alapjan azonositottuk. A dusulas mértékét az antitest-specifikus
kicsapast nélkilozé (kontroll) mintak dusulasi értékeivel normalizaltuk.

(A) A BL+RL kortilményekben feldusult gének szama. (B) A BL+RL kérilményekben felddsult gének szama,
Osszehasonlitdsban a Lee és mtsai (2007) altal k6zolt HY5-kot6 gének listajaval, valamint Hsu és Harmer (2014)

Ora- és Ora-asszocialt génjeinek listajaval.

Hozzavet6legesen 7000, a HYS feltételezet célpontjanak tartott gént sikeriilt azonositanunk a
kék fénnyel kezelt mintakbdl, valamint 3500-at a voros fénnyel kezelt mintakbdl (6A abra).
Figyelemremélté eredmény, hogy a voros fényen nétt mintdk adatsordban talalhatd gének
csaknem mindegyike a kék fényen n6tt mintak adatsoraban is megtalalhatd. A két adatsor
egylttese a kilonbozd kisérleti elrendezések és mddszerek ellenére is jelentds atfedést
mutat a Lee és mtsai altal jegyzett, HY5-kotésre képes gének listajaval [43] (6B dbra). Ezzel
0sszhangban a két tanulmdnyban szerepl6 génontoldgiai kategoriak (kiilonbdzé gének
funkcioi szerint torténd csoportositasa, roviditve: GO) eloszlasi mintazatai is nagyban
hasonlitanak (3. melléklet). A GO analizis alapjan a cirkadian ritmus kialakitasaban szerepet
jatszd gének felllreprezentdltak a BL+RL egylttes génlistdban, mint ahogy azon gének is,
melyekkel kapcsolatban a HY5-nak mar jol kortlhatarolt szerepe van (pl.:

ozmotikus/sdstressz jelatvitel génjei) (4. melléklet). Emellett a 6B dbra adatai arra engednek
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kovetkeztetni, hogy az 6ragének és dra-asszocialt gének nagy tobbségének —melybdl 13
szerepel Lee és mtsai 2007-es adatsordban — szabalyozdsdban a HY5 is részt vehet. Ezen
adatok alapjan valdszin(sithet6, hogy a HY5 kétédése a genomi célpontjaihoz erdsebb
mértéket olt kék fényben és hogy a HY5 az dragének és dra-asszocidlt gének donté

tobbségének miikodésére hatassal lehet in vivo.
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7. abra. A HY5 fényfliggé kromatin asszociacidja .
A sziikséges kisérleteket a 6. abranal leirtakkal megegyezé mddon végeztiik el.

(A) A HY5-kotés erGsségének mértékét azon gének esetében vizsgaltuk meg, melyek BL és RL koriilmények
esetén is HY5-k6tést mutattak. Az oszlopok szine a kezeléshez hasznalt fényével megegyezik. A gének RL-ben
torténd HY5-kotésilik erGssége szerint ndvekvd sorrendben szerepelnek az X tengelyen.

(B) A Hsu és Harmer (2014) altal 6sszegy(ijtott ora- és draasszocialt gének HY5-kotésének eréssége
oszlopdiagramként dbrazolva. A gének sorrendjének nincs jelentGsége. A hibasavok harom fliggetlen ismétlés

standard hibaibdl keriltek kiszamitasra.
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Hogy az erGsebb jellegli HY5-kotést kvantitativabb adatokkal is ala tudjuk tamasztani,
megmértik a feldusulasi értékeket a HY5-asszocidlt gének 6sszességénél (7A abra), illetve
pusztan a HY5-ko6t6 dragéneket figyelembe véve (7B dbra). Ezt az értékelést mind a kék,
mind a voros fénykezelés adatsoron elvégeztiik.

Az 5. melléklet azt mutatja, hogy a gyenge HY5-kotést produkald gének nem taldlhatdak meg
a voros fénnyel kezelt mintak eredményeiben, mig az erés HY5-kotéssel operald gének
rendszerint kétést mutatnak azzal vérds fényben is. Osszességében a kék és voros
fénykezelés génlistajaban inkdbb egy mennyiségi, mintsem min&ségi kiilonbség jelenik meg.
Masként fogalmazva, mig a kotés-specifitdst valdszinlileg nem befolydsolja a fény mindsége,
addig a voros fénykezeléshez képest kék fényben egy er6sebb kotés tapasztalhatd a HYS és

célgénjei promotere kozott.

Hogy a HY5-kotés fényfliggését és potencialis id6-fliggését tovabb tesztelhessik, HY5:HY5-
YFP novényekrdl gylijtottlink mintat, melyek (a megfelel6 éra-beallitds utan) 48-60 éraja
voltak folyamatos kék vagy voros fénykezelésnek kitéve. A ZT48-as és ZT60-as id6pontoknal
figyelhet6k meg a reggeli/esti gének expresszids csucsai, igy ezek a cirkadian gorbe
minimumjainak és maximumjainak is tekinthet6k adott dragének esetében. A mintdkon a
ChiIP-seq segitségével azonositott CCA1, PRR9, PRR5, LUX, ELF3, ELF4 és TOC1 genomi

régiokat vizsgaltuk gPCR-el az adott DNS-mintdkon.
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8. abra. A fény min6&sége modulalja a HY5 kot6dését az dragének promoter-régidjahoz. A

HY5:HY5-YFP konstrukciét hordozé hy5 mutans névényeket 12:12 éras hosszinappalos koriilmények kdzott
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neveltik 7 napon at, majd folyamatos kék (BL) vagy voros (RL) fénykezelésnek vetettik ala 6ket, ennek kezd6
id6pontjat ZTO-nak neveztik el. A mintdkat a ZT48-as, illetve ZT60-as 6raban gydjtottiik be. A keresztkotott és
szonikalassal darabokra tort kromatinallomanyt a-GFP antitesttel kicsaptuk. A kontroll minta olyan BL ZT60-as
mintabdl szarmazik, melynél a ChIP sordn nem végeztiink antitest-specifikus kicsapast. A mintak DNS-ét
megtisztitottuk és qPCR assay-ben templatként hasznaltuk. A primerek segitségével 100-140 bp hosszusagu
fragmenteket amplifikaltunk a CCA1, PRR9, PRR5, LUX, ELF3, ELF4 és Gl promoter-régiok detektalasahoz. Az
At4g26900-as és At4g26910-as gének kozotti régidra tervezett primerparra “intergénikus” néven hivatkoztunk.
A dusulds mértékét az antitest-specifikus kicsapast nélkil6zé mintdk dusulasi értékeivel normalizaltuk. Minden
kisérletet 3 fliggetlen ismétlésben elvégeztiink, hasonlé eredményekkel. A hibasdvok a harom ismétlés

standard hibajabdl lettek kiszamolva.

A 8. dbra alapjan elmondhatjuk, hogy az 6sszes vizsgalt promoternél emelkedett HY5-
mennyiség volt mérhet6 kék fényben a voros fénykezeléshez képest, mely alatdmasztja a
ChlP-seq eredményeit. Fontos azonban megjegyezni, hogy a HY5 jelenléte azonos mértékd
volt a ZT48-as és ZT60-as mintdkban is az egyes I6kuszoknal, tehat a HY5-k6t6dést az 6ra
nem befolydsolja, illetve az 6ragének kifejez6désének ritmikus jellegét a HY5 kdtédése nem

moduldlja.

4.3. A HY5 képes az dragének promotereinek konzervalt, cisz-hato elemeihez

kotni in vitro

A HY5 génexpresszios szabalyzasa sordn fehérje-DNS komplexek alakulnak ki, amelyben a
HY5 mellett legtobbszor ACGT szekvenciat tartalmazé (ACE) cisz-elemek vesznek részt. A 9A
abraban olyan ACE motivum-varidnsokat gy(ijtottiink 6ssze, melyeket a CCA1, PRR9, PRR5,

LUX, ELF3, ELF4 és TOC1 gének proximalis promoter-régiéjaban azonositottunk.
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. vad tipusu mutans
cisz-elem szekvencia valtozatok
CCAl G-box -276 gaCACGTIGtc -267 gaACATGTtc
PRR9 G/C-box -125 gcCACGTCag -116 gcACATGAag
PRR5 T/G-box *-321 caBPACGTGgc -312 caCCATGTgc
PRR5 G/C-box *-313 gcCACGTCag -304 gcACATGAag
LUX G-box -223 tcCACGIGgc -214 tcACATGTgC
LUX Z-box -208 ctTACGTGcc -199 ctGCATGTccC
ELF3 G/C-box -87 tcCACGTCgt -78 tcACATGAgL
ELF3 ACE -178 tttACGTatc -169 tttCATGatc
ELF4 A/C-box| -165 gaTACGTCta -156 gaGCATGAgC
ELF4 Z-box | -159 tcTACGTGag -150 gaGCATGTag
TOC1 G/C-box -161 tcCACGTCat -152 tcACATGAatL
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9. dbra: A HY5 in vitro két6dése az éragének promoterében levé ACE-elemekhez.

(A) Az ACE-elemek szekvencidja és pozicidja a CCA1, PRRY, PRR5, LUX, ELF3, ELF4 és TOC1 gének promoterében.
A pozicidkat az adott gén transzkripcié-iniciacids pontjahoz viszonyitva adtuk meg, kivéve a PRR5 esetében (*),
ahol a transzlacié kezdGpontjahoz viszonyitva adtuk meg a poziciét. A cisz-elemeket nagybet(kkel, az ACE-
motivumokat félkovér betlikkel jel6ltiik. Fontos megjegyzés, hogy listank nem tartalmazza a felsorolt dragének
promoterében fellelhet6 6sszes ACE-elemet, csupan azokat, melyek a ChIP-seq eredmények altal kijel6lt HY5
altal kotott genomi szakaszra esnek.

(B) Biotinnal jelolt kétszala probakat (40 fmol) inkubaltunk termeltetett és tisztitott HY5 fehérjével (400 ng). A
kotések létrejotte utan a mintakat 6%-os nativ poliakrilaid gélre vittik fel. Az 56 nukleotid hosszu, vad-tipusu
vagy mutans szekvenciavaltozatot hordozo prébak teljes szekvenciajat az 1. melléklet tartalmazza. A
keletkezett HY5-DNS komplexek, valamint a HY5 fehérjét nem kotott szabad prébak savjait a megfeleld helyen
jeloltik az dbran. A csillagok nemspecifikus savokat jeleznek; e savok a HYS jelenlététdl fliggetlendl is
megjelennek az el6hivaskor. W= vad-tipusu ACE-elemet tartalmazé préoba. M= mutdns valtozatu ACE-elemet
tartalmazé préba. A HY5S fehérje hozzaaddsat/mell§zését a reakcidelegybdl + és — jelekkel illettik. Az (A)
panelben szogletes szegéllyel korilvett elemek szekvenciai egyazon proban szerepeltek. A kisérletet haromszor

végeztik el, Iényegében azonos eredményekkel, igy azok reprezentativ adatoknak tekinthetdk.
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A HY5 kot6dését az ELF4 ACE-elemeihez mar bizonyitottak [59], de szerettik volna
megvizsgdlni, hogy a HY5 a tobbi felderitett elemhez is képes-e kotédni. E kérdés
megvalaszolasahoz EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) technikat alkalmaztunk. A
kisérletben minden préba egy adott promoter cisz-elemének vad tipusu (W) vagy mutans
(M) valtozatat hordozta (9A dbra és 1. melléklet). A PRR5, LUX és ELF4 prébak két,
egymashoz kozel levé elemet is tartalmaztak. Az EMSA kisérletben baktériumban expresszalt
HY5 az ELF3 ACE-elemétdl eltekintve mindegyik vad-tipusu prébahoz sikerrel kot6dott, mely
arra utal, hogy az ACGT mag szekvencia el6tt vagy utan C vagy G nukleotidnak kell
szerepelnie a sikeres kotéshez (9B dbra). A mutans ACE-probakkal nem tortént
komplexképzés, vagyis a kotédés valdban ezen motivumokon keresztil jott [étre. Mindezen
adatok alapjan kijelenthetjlik, hogy a HY5 szinte az 6sszes dragén promoterének cisz-

eleméhez képes kozvetlenil kotédni in vitro.

4.4. A HY5 és HYH szintje kék fényben megemelkedik

A kék és voros fénykezelésben mért eltéré mértékld HY5-asszocidciora magyarazat lehet,

hogy kék fényben a HY5 és HYH fehérjék magasabb szinten fejez6dnek ki.

A HY5 és HYH mRNS-ek mennyiségét olyan vad tipusu névények mintdiban mértik, melyek
egy hét napig tartd 12:12 LD ciklus utdn folyamatos kék vagy vords fénykezelést kaptak,
utdbbi kezelés hosszat a minta nevében rogzitettik (10A és 10B abra). Mindkét gén mRNS-
gorbéje tiszta ritmust és jelentésen nagyobb amplitudot mutatott kék fényben a voros
fénykezeléshez képest (10A és 10B abra). A HYH mRNS-szintjére kivaltképp pozitiv hatdst

gyakorolt a kék fénykezelés.
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10. abra. A HY5 és HYH transzkripcios ratdja kék fényben megemelkedik.

Vad tipust (WT) névényeket neveltiink 12:12 6ras fény/s6tét ciklusokon 7 napon keresztil, majd azokat 15
pmol m” s intenzitasu kék (BL) vagy voros (RL) fény ala helyeztik at. A mintakat a jelzett id6pontokban
gydjtottik be. A HY5 (A) és HYH (B) mRNS szinteket qPCR segitségével allapitottuk meg, s azokat a hozzajuk
tartozo TUBULIN (TUB) mRNS szintekkel normaltuk. A hibasavok a kisérlet harom fliggetlen ismétlésének

standard hibajabdl lettek megallapitva.

Hogy a HY5 és HYH termel6dést fehérje-szinten is nyomon kovethessik, YFP fluoreszcens
toldalékkal ellatva termeltettik 6ket nativ (HY5:HY5-YFP, HYH:HYH-YFP), vagy konstitutiv 35S
promoter segitségével (355:HY5-YFP, 35S5:HYH-YFP) a megfelel6 hy5 vagy hyh mutdns hatter(
novényekben. llyen kisérleti elrendezésekkor mindenféleképpen ellendrizni kell, hogy a
toldalékkal ellatott fehérje a vad tipusu fehérjével 6sszehasonlitasban azonos vagy kozel
megegyezd mértékben termel6dik és funkcional. Ezen kisérleteket komplementacios
teszteknek nevezziik. A fehérje termel6dés mennyiségi 6sszehasonlitasanal el6szér Western
blot segitségével olyan fliggetlen transzgenikus vonalakat valasztunk ki, melyeknél a HY5 és
HYH fehérjeszintje hasonld a vad tipus szintjeihez. Masodik korben meg kell vizsgdlni, hogy a
benniik termel6d6 HYS5 és HYH képesek-e a YFP toldalékuk ellenére szabalyozé szerepiket -
pl.: a hipokotil megnyulas szabalyozasaban - ellatni. Az 6. melléklet azt mutatja, hogy sikerrel
tudtunk olyan nativ promoterrel kifejeztetett HY5 és HYH vonalakat el6allitani, melyekben a
kérdéses fehérjék ugyanolyan mértékben roviditik meg a hipokotil hosszat fehér fény
hatdsara, mint a vad tipusban, vagyis mikoddképességiik érdemben nem véltozott a

toldalék ellenére sem.
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A nativ promoterrel kifejeztetett HY5-YFP és HYH-YFP fuzids fehérjék konnyen detektalhatok
voltak kék fényben (11A és 11C 4bra). A HYH-YFP szintje a mért mRNS-szintekkel
0sszhangban oszcilldlt, azonban a HY5-YFP esetében nem észleltunk ilyen ritmicitast (7.
melléklet). Voros fényben — ellentétben a kék fényben latottakkal —a HY5-YFP szintje sokkal
alacsonyabb, a HYH-YFP szintje pedig alig észlelhetd volt (11A és 11C abra). A konstitutiv
promoterrel hajtott fehérjéknél egyik esetben sem tapasztaltunk oszcillaciét a
termel6désben, azonban jelentds kulonbség volt, hogy - a 35S promoter fény-fliiggetlen
transzkripcids aktivitasa ellenére - voros fényben alacsonyabb mérték fuzids fehérje-
szinteket mértiink a kék fényen nétt névények mintdihoz képest (11B és 11D abra). Ezen
eredmények alapjan a HY5-YFP és HYH-YFP fehérjék jobban felhalmozddnak kék fényben,
mint azonos fényerdsségl voros fényben, valdszin(ileg a pozitivabb transzkripcids és poszt-
transzkripcids szabalyzdsoknak készonhetGen. Az eddigi eredményeinket aldtamasztva azt is
kijelenthetjik, hogy a sotét koriilményhez képest a voros fénykezelés jobban elésegiti a HY5

termel&dését (11A és 11B abra).
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11. dbra. A HY5 és HYH fehérjék felhalmozddasat a kék fény jelent6sen serkenti

(A)-(B) A HY5:HY5-YFP (A) vagy 35S:HY5-YFP (B) konstrukciot hordozd hy5 mutans novényeket 12:12 6ras fény-
sotét cikluson neveltiik 7 napon at, majd athelyeztiik ket 63-78 6ra erejéig folyamatos kék/voros fénybe, vagy
sotétbe. A HY5-YFP fuzids fehérjéket Western-blottal azonositottuk aGFP antitest segitségével. A felvitel
kontrolljaként a mintak AKTIN szintjeit is megvizsgaltuk. Minden kisérletet négyszer ismételtiink meg, két
egymastol fuggetlen transzgenikus vonalat hasznalva.

(E)-F) A HYH:HYH-YFP (A) vagy 35S:HYH-YFP (B) konstrukciét hordozé hyh mutdns névényeket 12:12 éras fény-
sotét cikluson neveltiik 7 napon at, majd 63-78 d6ra erejéig folyamatos kék/vords fényben tartottuk Sket. A
HYH-YFP fuzids fehérjéket Western-blottal azonositottuk aGFP antitest segitségével. A felvitel kontrolljaként a
mintdk AKTIN szintjeit is megvizsgaltuk. Minden kisérletet haromszor ismételtiink meg, két egymastol fliggetlen

transzgenikus vonalat hasznalva.
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Mivel a HY5 és HYH hianya fényfliggé mddon periéduscsokkenést okozott a vad tipushoz

hasonlitva, érdemesnek talaltuk megvizsgalni azt az esetet is, mi torténik a cirkadian ritmus

periddusaval, ha ezen fehérjéket tultermeltetjik (12. abra).

A E, HY5-OX vonalak
w QR % @ \
E N & K~ & 92 ¥ v 9
; < - (3] o wn (s} ™ -

'---.. aHY5

= we we s @F @D W @ W AKTIN
B32

EBL mRL

WT hy5 10-3 37-8 32-3 5-3 34 351 1-6
hyh

12. dbra. A HY5 tultermeltetése emeli a periédust.

(A) 355:HY5 konstrukciot és CAB2:LUC riportergént hordozd hy5 mutans neveltiink 12:12 fény/sotét ciklusokon
7 napig, majd 2 napon at folyamatos kék (BL) vagy voros(RL) fénybe helyeztik 6ket, ezutan gyljtve be a
sziikséges mintakat. A HY5 fehérje szinteket anti-HY5 antitesttel mutattuk ki.

(B) A folyamatos kék vagy voros fénykezelés elinditdsa utan a feltlintetett vonalak ritmikus CAB2:LUC

kifejez6dését 4-5 napon keresztll mértiik, s abbdl becsiltiik meg periédusukat.

A kisérletben kiilonb6z6 mértékben HY5-tultermel6 vonalak periédusat hasonlitottuk 6ssze a
vad tipusu illetve a hy5 hyh mutdns vonalak periddusaval kék és voros fénykezelés hatasara.
A hy5 hyh mutans periddusaval 6sszehasonlitasban a vad tipusu és a HY5-tultermel6 vonalak
értékei ugyan vords fényben is magasabbak voltak, de kék fény hatdsara egy sokkal

erélyesebb periddusnovekedés tapasztalhatd, melynek megfeleltetheté a magasabb HY5-
termeléssel.
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Osszességében eredményeink arra mutatnak, hogy a HY5 tdbb szinten is stabilizalédik kék
fényben, ami egy karakteresebb HY5-mennyiségi kiilonbséget eredményezett kék fényben a
vad tipusu és a mutdns vonalak kozo6tt, mint voros fényben. Hozzadadva mindezekhez a
felfedezést, hogy a HY5 mennyiségétdl fliggben képes cirkadian ritmust lassité hatdsat
kifejteni az oszcillatorra, mar értelmezhetévé valik a vad tipusu valamint a mutans vonalak

kozti periddus-kilonbség kékfény-specifikus jellege.

4.5. A HY5 és HYH tobb koézponti oszcillator elem expresszidjat szabalyozzak

Hogy fényt deritslink arra, pontosan miként hat a HY5 és HYH az dragének transzkripcidjara,
folyamatos kék fényben tartott vad tipusui (Ws) és hy5 hyh mutdns ndvények mintdiban
hasonlitottuk dssze a kék fényben HY5-t kotd dra- és dra-asszocialt gének mRNS szintjeit (13.

abra).

| ;




14 - —o—WT-BL —e—hy5 hyh-BL 4 1 —o—WT-BL —e—hy5 hyh-BL
——WT-RL —=—hy5 hyh-RL -0—WT-RL —m—hy5 hyh-RL

PRR5/TUB
LUX/TUB

Folyamatos fénykezelés idétartama (h) Folyamatos fénykezelés idotartama (h)
12 4 —o-WT-BL  —e—hy5hyh-BL 471 —o-WT-BL —e—hy5 hyh-BL
——WT-RL —=—hy5 hyh-RL ——WT-RL —=—hy5 hyh-RL
3
oM a
> 2
- 32
S S
Q o

24 36 48 60 72 84 24 36 48 60 72 84
Folyamatos fénykezelés idétartama (h) Folyamatos fénykezelés idétartama (h)

13. dbra. Az éragének transzkripciojat a HY5 és HYH fényfliggé mddon befolyasolja.

A vad-tipusui (WT) és hy5 hyh mutans névényeket 7 napig neveltik 12:12 6ras fény/s6tét ciklusokon, majd majd
azokat 15 pumol m™ s intenzitasu kék (BL) vagy voros (RL) fény ald helyeztik at. A mintakat a jelzett
id6pontokban gy(jtottik be. A PRR5 (A), LUX (B), BOA (C) és CCA1 (D) mRNS szinteket gPCR segitségével
allapitottuk meg, s azokat a hozzajuk tartozé TUBULIN (TUB) mRNS szintekkel normaltuk. A hibasavok a kisérlet

harom flggetlen ismétlésének standard hibajabdl lettek megallapitva.

A cirkadian dra kimeneti elemeinek expressziéjdban tapasztalt ritmusvaltozas alapvetéen
abbdl kovetkezik, hogy a rdjuk direkt/indirekt médon haté draelemek expresszids ritmusa
felgyorsul/lelassul. Ezért korantsem meglepd, hogy a korabbi kisérletben vizsgalt CAB2:LUC
riportergén (és kimeneti elem) kifejez6désével 6sszhangban (1. abra) a jelen kisérletben
vizsgalt éraelemek kifejez6dése is rovid periddusu oszcillaciot mutatott a hy5 hyh mutansban
kék fényben, voros fényben pedig a vad tipussal megegyez6 médon mikodott. Az 6raelemek

dont6 tobbsége a CCA1 gén kifejez6déséhez hasonldan viselkedett (13D dbra): a génrél atirt
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MRNS mennyiségét nem befolydsolta sem a folyamatos fénykezeléshez hasznalt fény
minGsége, sem a hy5/hyh gének funkcidkészsége. Hairom gén esetében (PRR5, LUX és BOA)
azonban kék fényben az mRNS felhalmozddas atlagos szintje mintegy masfél-kétszer
magasabb volt a hy5 hyh mutansban a vad tipushoz képest. E hdrom gén ritmikus mikodését
voros fényben is megvizsgaltuk, azonban ilyen kortilmények kézott a hy5 hyh mutansban
semmilyen paraméter nem kiilénb6zo6tt vad tipusu kontrolljatdl egyik vizsgalt gén
tekintetében sem. Ezek alapjan valdszinUsithet6, hogy kék fényben a HY5 — bar sok mas
dragén promoteréhez is képes kotni - dra-asszocialt funkcioit a PRR5, LUX, és BOA

oragéneken keresztil |atja el, azok transzkripcids gatlasaval.

4.6. Matematikai modellek alapjan a HY5 egyéb dragének transzkripciojara is

hatassal lehet

Az 6ra funkcidja az éragének és az érafehérjék kdzotti keresztszabdlyozas bonyolult
halézatan alapul, ami az 6rakomponensek ritmikus, de jol meghatdrozott atlagos expresszids
szintjét eredményezi. A kisérleti adatok illesztése érdekében a mar azonositott szabalyozasi
kapcsolatok és egy adott paraméterkészlet alapjan olyan matematikai modellek
szerkeszthet8k és hasznalhatok, melyek el6re képesek jelezni, hogyan valtozik az oszcillator
funkcioja (periddusa, fazisa, amplitiddja), ha egy adott dragén expresszidjaban valtozas
torténik. Ez arra késztetett benniinket, hogy teszteljik, hogy a PRR5, LUX és BOA atlagos
expresszidjanak novekedése a hy5 hyh mutansban 6sszhangban van-e a mért révid
periddusu fenotipussal. Az elemzéshez de Caluwé legujabb modelljét hasznaltuk [60]. Ez a
modell nyolc éragén haldzatan alapul, amelyeket négy funkcionalis egységre osztottak fel:

P51 (PRR5, TOC1), CL (CCA1, LHY), P97 (PRR7, PRR9) és EL (ELF4, LUX) (14. 4bra).
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14. abra. Arabidopsis éragének funkcionalis egységek alapjan torténd felosztasa

de Caluwé modellje alapjan.

Az abra eredeti forrasa: De Caluwé et al. 2016, Front Plant Sci, 7, 74.

Els6ként a vad tipusu novény viselkedését prezentdld paramétereket toltottik fel a de
Caluwé modellt alkalmazo szimuldciés programba, mely a megadott paraméterekkel dolgozé
cirkadian rendszer periédusat 23,44 6rara becslilte (15A dbra). Ezt kdvetSen dgy hangoltuk
at a funkcionalis egységek transzkript-szintjét a szimulacidban, hogy az tikrézze a hy5 hyh
mutdnsban korabban tapasztalt (13. dbra) markansabb PRR5, LUX és BOA mRNS expressziot.
A modell paraméterkészletében ezt Ugy jelenithet6 meg, ha a P51-es és az EL csoport
transzkript-szintjét megemeljiik (15B abra). Ennek hatdsara a szimulacid Uj becslést végzett,
melybdl az kovetkezett, hogy ilyen transzkript szintekkel a cirkadidan éranak egy hosszabb,
24,57 6ras periddussal kellene operalni. Ez nem allt 6sszhangban az altalunk mért hy5 hyh
periddussal, de az ellentmondas feloldhato, ha feltételezziik, hogy olyan kdlcsdnhatasok is
kozrejatszanak az Arabidopsis cirkadian érajanak halézataban, amelyeket eddig még nem

sikertult kimutatnunk.
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15. abra. Az hy5 hyh mutdns cirkadidn érajanak modellezése.

A De Caluwé modell a négy géncsoport mRNS expresszidjat szimuldlta egy periddusciklus alatt, az LC mRNS
csucspontjat tekintve kezd6pontnak. (A) WT modell alapértelmezett paraméterekkel. A (B)-(C) abrakon a
modositott modell altal adott mRNS-szinteket egybefliggd, normal vonallal abrazoljuk. Az eredeti WT modell

altal kalkuldlt értékek szaggatott vonallal vannak jelezve az 6sszehasonlithatdsag érdekében.

A hy5 hyh mutans értékeire hangolt modellben ugyanis nemcsak a kalkuldlt periédus
novekedett meg, hanem a P97 és a CL funkcionalis egységek prediktalt expresszids szintje is.
Azt altalunk elvégzett qPCR vizsgalatok (13. dbra és 8. melléklet) azonban nem mutattak
kilonbséget sem a PRR9, sem a PRR7, sem a CCA1 mRNS-ek tekintetében a vad tipusu és a
hy5 hyh ndvények dsszehasonlitasakor. Eppen ezért a szimulacié megismétléseinél a
paramétereket gy egészitettik ki, hogy a P51 és EL szintek emelése mellett az eredeti, vad
tipusu szintekre korlatoztuk a CL/P97 értékeit. A P97-es szinteket is visszaszoritd arnyaltabb
modell betdplaldsa és Ujbdli lefuttatasa még folyamatban van, azonban mikor a P51 és EL
értékek emelése mellett a CCA1 mRNS szint visszaszoritasa is megtortént (15C abra), a
modell altal szamitott hy5 hyh héaldzat periddusa 23,09 6rara csokkent, ami a vad tipushoz
hasonlitva révid periddust jelent. Ezen eltérés mértéke ugyan nem, de az iranya megegyezett
az altalunk tapasztalt cirkadian fenotipussal (1. dbra). Ez arra utalhat, hogy a HY5 valéjaban a
CCA1 génétirdsdra is hatdssal van (méghozza annak pozitiv szabdlyozéja lehet), csupdn e
kolcsonhatas nem kimutathatd, mert a HY5 egyidejlileg olyan szabdlyozasokat is végrehaijt a
cirkadian haldzat egyéb pontjain, melyek 6sszességében a HY5 CCA1-re gyakorolt hatasat
kioltjak, ellensulyozzdk. Amennyiben e gondolatmenetet helytalld, Ugy az is elképzelhetd,
hogy ez az eset a cirkadidn éra mas elemeinél is fenndll, vagyis a HY5 nemcsak arra lehet
képes, hogy szinte mindegyik éraelem promoteréhez késson (9. abra), hanem arra is, hogy a
PRR5, LUX és BOA géneken kivil mas pontokon keresztil is kékfény-fligg6 ritmusvaltozast

idézzen el6 a cirkadian 6ra muikodésében.
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4.7. A HY5 akkumulaciéjat és kromatin asszociacidjat a szacharéz nem
befolyasolja

Munkdnk soran megprobaltunk valaszt talalni arra a kérdésre is, hogy a hy5 és hyh mutansok
cirkadian fenotipusa miért gyengébb a magasabb cukortartalmi médiumon nevelt névények
esetében (1. dbra). Masként fogalmazva: milyen médon befolyasolja a cukor-jelatvitel a HY5-
és HYH-medidlt 6raszabalyozast? E kérdés megvalaszoldsdahoz folyamatos kék fényben
tartott és 3% szachardz tartalmu taptalajon nevelt vad tipusu és hy5 hyh mutdnsokat

hasonlitottunk 6ssze a PRR5 és a LUX dragének kifejez6dését vizsgdlva.(16. abra).

Az emlitett kdrilmények k6zott a hy5 hyh mutans PRR5 mRNS szintje rendkivil kismértékd
emelkedést mutatot, mig a LUX kifejez6désének szintje azonos volt a mutansban és a vad
tipusban. Ez 6sszhangban van a kordbbi CAB2:LUC riportergént kdvetd kisérletiink
eredményével, miszerint ilyen szachardz koncentracié mellett a mutans rovid periédus
fenotipusa még kék fényben is rendkiviil gyenge (1C abra). Ezzel szemben, a vizsgalt mRNS
expresszios szintekben mutatott kiilonbségek a vad tipusu és a mutdns cirkadian rendszer
kozott sokkal hangsulyosabbak voltak alacsony cukorkoncentracié esetén (13. dbra).

A fénykorilmeények hatdsanak feltérképezéséhez hasonldan itt is megvizsgaltuk, hogy a
cukor jelatvitel miként hat a HY5-YFP fuzids fehérjék szintjére. A kisérletben a korabbiakban
mar hasznalt sajat promoterrel vezérelt HY5:HY5-YFP konstrukciét hordozé névényeket
neveltliink 0.5% vagy 3% szachardzt tartalmazo taptalajon, s a folyamatos fénykezelés is a
kordbbiaknak megfelel6en tortént. A 16B dbra alapjan a HY5-YFP akkumulacidjat a szacharéz
nem befolyasolta.

Végezetiil, kisérletlinkben 99 éra folyamatos kékfénykezelést kapott, HY5:HY5-YFP-t kifejez6
novényekrdl gyljtottiink mintat, hogy megmeérhessiik a HY5-YFP és az egyes éragének
promoter régidja kozotti asszociacid esetleges szacharéz-fliggését. A 16C abra adatai
bizonyitjak, hogy a HY5 és a célgének promoterei kdz6tt ugyanakkora mértékd kot6dés
figyelhet6 meg 0.5% és 3% szacharozt tratalmazé médium alkalmazasa esetén is.

Mindent egybevetve eredményeink arra utalnak, hogy bar a HY5 magas cukorkoncentracio
esetén is ugyanugy kot6dik az dragének promoteréhez, azonban azok transzkripciéjat ilyen

korilményben nem szabalyozza.
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(A) A HY5:HY5-YFP konstrukciét hordozé hy5 mutans ndvényeket 0.5% (MSO05) vagy 3% szachardzt tartalmazé
(MS3) taptalajon, 12:12 6ras fény-sotét cikluson neveltiik 7 napon at, majd athelyeztik 6ket folyamatos kék
fénybe. A névényekrél 99 éra folyamatos kékfény kezelés utdn gydjtottiink mintat, majd ChlP eljarassal
vizsgaltuk a HY5-YFP, illetve a CCA1, PRR5 és LUX kozo6tti asszocidcio mértékét. Az At4g26900-as és At4g26910-
as gének kozotti régiora tervezett primerparra “intergénikus” néven hivatkoztunk. A dusulds mértékét az
antitest-specifikus kicsapdst nélkiil6z6 mintak dusuldsi értékeivel normalizaltuk. Minden kisérletet 3 fliggetlen
ismétlésben elvégeztiink, hasonlé eredményekkel. A hibasavok a harom ismétlés standard hibajabdl lettek
kiszdmolva.

(B) A HY5:HY5-YFP konstrukcidt hordozd hy5 mutans novényeket 12:12 dras fény-sotét cikluson neveltik 7
napon at, majd athelyeztiik folyamatos kék fénybe. A mintakat a jelzett id6pontokban gydjtottik be. A HY5-YFP

fazios fehérjéket Western-blottal azonositottuk aGFP antitest segitségével. A felvitel kontrolljaként a mintak
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AKTIN szintjeit is megvizsgaltuk. Minden kisérletet négyszer ismételtiink meg, |ényegében azonos
eredményekkel, igy azok reprezentativ adatoknak tekintheték.

(C) Vad tipusu (WT) és hy5 hyh mutans névényeket neveltink MS3 médiumon 12:12 6ras sotét/fény ciklusokon
7 napon keresztil, majd folyamatos kék fénybe helyeztiik at 6ket. A mintakat a jelzett id6pontokban gyjtottik
be. A PRR5 és LUX mRNS szinteket qPCR segitségével dllapitottuk meg, s azokat a hozzdjuk tartozé TUBULIN
(TUB) mRNS szintekkel normaltuk. A hibasavok a kisérlet harom fliggetlen ismétlésének standard hibajabol

lettek megallapitva.
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5. Eredmények megvitatasa

A cirkadian d6ra és a kornyezet kdzotti szinkronizalas elengedhetetlen ahhoz, hogy az 6ra altal
szabalyozott események a nap megfelel6 id6pontjdban torténjenek. A szinkronizacié
elvégzéséhez az dra fény altali génexpresszids szabdlyozasa egy altaldnosan alkalmazott
mechanizmus nemcsak a névényekben, hanem mas eukariota szervezetekben is [61].
Korabbi tanulmanyok arra utaltak, hogy az altalanos fényjelz6 kaszkadok kulcsfontossagu
transzkripcids faktora, a HY5 is részt vehet ebben a folyamatban, bar az eredmények
meglehetGsen valtozdak voltak. Egyes szerzGk kimutattak, hogy a HY5 funkcio elvesztése
rovid periodusu ritmusokat okoz [17], [48], mig masok nem jeleztek nyilvanvalé periédus
fenotipust a hy5 mutansok esetén [39], [59]. Ezt a |atszdlagos ellentmondast eddig nem

sikerult érdemben feloldani.

5.1. A HY5 és HYH draszabalyozo hatasa fligg a fénymindségtol

Az eltér6 eredményeket add, HY5 kronobiolégiai szerepkorével foglalkozé tanulmanyok
folyamatos fehér fénykoriilményben vizsgdaltak a HY5 cirkadian érara gyakorolt hatasat. A
fehér fény komplex informacidéforras a névények szdmara, emiatt feltételeztik, hogy
érdemes a fehér fényt a névények szamara kilon-kiilon is értelmezheté hullamhossz
tartomanyaira (kék, voros és tavoli voros) felbontani, s ilyen monokromatikus
fénykezelésben 0sszehasonlitani a hy5 és hyh mutansok cirkadian ritmusat a vad tipusu
vonallal. Kiderilt, hogy kék fényben a hy5 és a hyh mutansok szignifikansan révidebb
periddussal operdlnak a WT novényekhez képest, vagyis a HY5 és HYH kék fényben lassitja a
cirkadian éra ritmusat. Voros fényben a periédusok kilonbsége elhanyagolhaté volt, fehér
fényben pedig egy kozépérték fenotipust kaptunk, ami egy varhaté eredmény volt annak
tukrében, hogy a fehér fény kék és vords hullamhosszu fényt is tartalmaz. Mindez arra utal,
hogy a kiilonb6z6 hulldmhossz-tartomanyok aranya fontos tényezG6je a HY5 és a HYH
tényleges hatdsanak az érdban, s valdszinlleg a korabbi kisérletekben alkalmazott fehér fény
valtozo Osszetétele vezethetett a HY5 és HYH cirkadian funkcidjaban tapasztalt eltérésekhez.

Az, hogy a novényi cirkadian dra ritmusa érzékeny a fehér fény osszetételére, élettani
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szempontbdl is megmagyarazhatd. A Napbol érkez6 fénysugarak osszetétele valtozik a nap
folyaman, mivel a beesési szogtdl fliggben a fénynek mas-mas vastagsagu légrétegen kell
athatolni. Minél kisebb a beesési szog, a fény anndl vastagabb légrétegen hatol at, aminek
kdvetkeztében energidja nagy része elnyelédik, s ezen energiaveszteség miatt a fény
hulldmhossza, voros-telitettsége megnd (emiatt latjuk voros fényben a reggeli és alkonyati
égboltot). A Nap és a foldfelszin altal bezart sz6g nemcsak napi, hanem éves szinten is
valtozik: télen a beesési szog kisebb, emiatt a beérkezd fény ugyancsak energiaszegényebb,
vOros tartomanyban gazdagabb lesz, mint nyaron. Mindezen jelenségeket figyelembe véve
elképzelhet6, hogy a novények szdmadra evollcids elényt jelentett egy olyan cirkadian
szabdlyozasi Utvonal kialakitasa, amelyben a HY5/HYH segitségével napszakosan és/vagy
adott évszaktdl fliggben tudjdk lassitani a cirkadian érajuk ritmusat, ezzel mintegy
kiterjesztve azon életfolyamataik id6ablakat, melyek energiagazdag fénykorilményekben

aktivak, pl.: fotoszintézishez sziikséges fehérjék termelése.

5.2. A HY5 célgénjeinek és hatasmechanizmusanak megallapitasa

A hy5 hyh mutans transzkripciés profiljaban az 6ragének megvéltozott expresszidja
Osszehangban allt a cirkadian fenotipussal. Megallapitottuk, hogy a PRR5, a LUX és a BOA kék
fényben emelkedett mRNS-szinteket mutatott a mutansban. Azonban az éra hy5 hyh
mutansokban valé modellezése (azaz a PRR5, LUX és BOA fokozott transzkripcidja) hosszu
periddusu fenotipust jésolt, ami ellentétes a megfigyelt hatdssal. Ugyanez a modell
megnovekedett CCA1 mRNS-szinteket is becslilt, amelyeket semmilyen koérilmények kozott
nem észleltiink a hy5 hyh mutansban. Erdekes médon, amikor a mutansban a CCAI mRNS-
szinteket vad tipus-szer( szintre allitottuk, a szimulacié révidebb periédust adott a vad
tipusnal. Ezt az esetet meg lehet magyarazni gy, hogy a HY5 — mas éraelemeken keresztil
kifejtett negativ visszacsatolasokkal - kioltja kdzvetlen pozitiv hatasat a CCA1 expresszidra. Ez
aldtamasztana a hipotézistinket a HY5 dltalanosabb szabalyozdi szerepérdl a cirkadian
rendszerben. Az adataink ugyan nem szolgdlnak kdzvetlen bizonyitékként, de 6sszhangban
vannak ezzel a hipotézissel. Feltételezésiink kisérleti tesztelése és a HY5 els6dleges éragén
célpontjainak azonositasa tovabbi munkat és mddszereket igényel. Ennek keretén beliil egy

olyan kisérleti rendszert terveziink létrehozni, melyben exogén 6sztrogén-szignal hatdsra
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HY5 expresszidé indukalhatd hy5 mutans novényi hattérben. Az indukciét kdvet6 nagy
gyakorisagl mintavétellel és a mintakban kimutathatd éragén-transzkripcioé valtozdsokkal
reményeink szerint szemléltetni tudjuk majd, hogy a HY5 mely pontokon ad kozvetlen
bemeneti jelzést az éra kdzponti oszcillatora felé [62], [63]. Mindazondltal a modellezéssel
kombinalt eredmények arra utalnak, hogy egy transzkripcios faktor (TF) specifikus hatasa egy
erdsen 0sszekapcsolt génhalézat minden egyes 6sszetevdjére nem irhaté le tokéletesen
pusztan a TF mutdns névények elemzésébdl, kiilondsen ha a TF kdzvetlenl a hdldzat tobb
OsszetevGjéhez is kotddik. Vizsgalatunk tehat azt mutatja, hogy a nagyobb ateresztésd és
méretl kisérleti megkozelitések, bar sziikségesek, de Gnmagukban nem elegend6ek komplex
rendszerek szerkezetének és mechanikai részleteinek megfejtéséhez. Fontos
megallapitasunk tovabba, hogy az intuitiv hipotézist aldtamaszto kisérletek mellett az adatok

helyes értelmezéséhez matematikai modellezésre is sziikség van.

Mivel a HY5 nem rendelkezik transzkripcids aktivaciés doménnel [44], [64], célgénjei
transzkripcids szabdlyozdsahoz ko-faktorokat igényel. Példaként: a FAR-RED ELONGATED
HYPOCOTYL 3 (FHY3), mely egy transzpozaz-eredet( transzkripcios faktor, kotédik az ELF4
promoterhez in vivo, és elengedhetetlen az ELF4 transzkripcidhoz [45]. Az FHY3 fizikailag
kdlcsonhatasba Iép a HY5-tel, ami arra utal, hogy az FHY3 a HY5 kofaktora lehet az ELF4
szabdlyozasaban. Az FHY3 szintén kozvetlenll kot6dik a CCA1 promoterhez [45], [65],jelezve
egy masik potencialis 6ra targetet a FHY3-HY5 komplex szamara. A HY5 és a HYH mas
transzkripcids faktorokkal is képes fizikai és funkcionalis kdlcsonhatasba Iépni, ide
sorolhatunk szdmos B-BOX DOMAIN PROTEIN-t [47], illetve a PHYTOCHROME INTERACTING
FACTOR 1-et és 3-at [66]. Mindazonaltal ezeknek az interakcidknak a funkcidjat eddig csak
fotomorfogenezis és a reaktiv oxigén fajok jelzésének szabalyozdsaban bizonyitottak, a

cirkadian éra iranyitdsaban nem.

A HYS5 transzkripciot gatlé funkcidja szamos mechanizmuson keresztiil megvaldsulhat:
torténthet pozitiv transzkripcios faktorok gatlasaval/aktivalasaval [64], a gatld hiszton-
metilaciok létrejottének elGsegitésével, vagy akar kozvetlen transzkripcids represszidval [67].
Ezenkivil a HYS bizonyitottan kdlcsonhatdsba lépett a CCA1-gyel éleszt6ben [48]. Eképpen az
is lehetséges, hogy a HY5 segiti/zavarja a CCA1 DNS-ko6t6dését vagy funkcidjat (mely utdbbi

egy altaldnos transzkripcids represszorként értelmezhet6 a cirkadian rendszeren belil) [68].

T




Erdekes, hogy a CCA1 DNS-koétShelyeként szolgald , esti elemek” (EE) a PRR5, LUX és BOA
promoterekben viszonylag kozel dlinak a HYS5 két6helyekhez. Ez lehet6vé teheti a HYS és a

CCA1 egyideji DNS-kot6dését és kolcsonhatasat ezen dragének expressziés modulalasahoz.

5.3. A HY5 és HYH cirkadian fenotipusanak kékfény-specifitasa

Kimutattuk, hogy a hy5 hyh mutdnsok kék fény-specifikus cirkadian fenotipusa fokozott HY5-
Oragén asszocidcidval tarsul az éragének promoter-régidjaban. Bizonyitottuk tovabba, hogy a
HYS5 és a HYH felhalmozddasat a kék fény sokkal jobban el6segiti, mint a voros fény, mind
transzkripcids, mind poszt-transzkripcids szinteken. Valdszind, hogy a HY5-nak a
promoterekhez vald fokozott kot6dése a kék fényben a HY5S fehérjék magasabb szintjének
tudhato be ilyen korilmények kozott, bar kék fény-indukalt HY5-mdédositdsok sem kizartak. A
legljabb adatok azt mutatjak, hogy a transzkripcios faktorok - koztiik a HY5 és a HYH -
bonyolult komplexek formdjaban kapcsolédnak az 6ragének promotereihez [45], [68].
Adataink arra utalnak, hogy a HY5 és HYH mennyisége ezekben a komplexekben
dinamikusan valtozhat a fény kék és vorés komponenseinek aranya szerint, és e mechanizus
képessé teheti a ndvényeket arra, hogy a fénymennyiség mellett a fény min&ségét is

figyelembe véve moduldlhassak cirkadian o6rajuk mikodését.

5.4. A HY5 és HYH draszabalyozé hatasa cukorfiiggést mutat

A hy5 és hyh mutans vonalak rovidebb periddusa kiléndsen alacsony cukorkoncentraciéju
taptalajon n6tt novények esetében volt megfigyelhetd, magasabb mennyiségl exogén cukor
jelenléte esetén a vizsgalt fehérjéink cirkadian ritmust szabalyozé hatasa nem volt
nyilvanvalé. A cukor-szignalok, csakigy, mint a fény, zeitgeberként befolyassal vannak az 6ra
sebességére, éppen ezért el6fordulhat, hogy esetiinkben a két jelatviteli Utvonal egy adott
ponton keresztezte egymadst, s az altaluk kivaltott hatdsok kompetaltak egymassal. Egy ilyen
interakcios pont lehet a CCA1/LHY éragén szabalyozasa, ezt a feltételezést tobb megfigyelés

tdmasztja ald indirekt mdédon. ElGszor is, a cukor-jelatvitel an. PIF (PHYTOCHROME
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INTERACTING FACTOR) transzkripcids faktorok segitségével bizonyitottan képes hatni a
CCA1/LHY transzkripcids ratdjara [69], s igy az 6ra sebességére. Mdasodszor, az altalunk
hasznalt matematikai modellezés szerint a HY5 képes lehet a CCA1/LHY promoter kétésén
kivil annak szabalyozasara is. Nem utolsésorban pedig az is bizonyitott tény, hogy bizonyos
promoter-kotShelyekért a HY5 és PIF transzkripcids faktorok kompeticidoban alinak
egymassal [70]. Mindezek fliggvényében elképzelhetd, hogy nagyobb mennyiségli exogén
cukor jelenlétében az erGsebb cukor jelatvitel egy markdnsabb PIF-jelenlétet eredményezett
a CCA1 (és/vagy egyéb draelemek) promoter régidjaban, leszoritva a HY5 transzkripcios
faktorokat a kétShelyeirdl, igy gyengitve a fény-bemenet hatasat az 6ra miikodésére nézve.
A hipotézisnek viszont ellentmond, hogy a szacharéz nem hat a HY5 kromatin-
sziikségesek. Ennek keretében tobbszorés mutansokat hozunk létre, melyekben a hy5
mutacio mellett olyan géneket rontunk el, melyek a mar felderitett cukor-utvonalak részét
képezik az ora felé, igy meghatdrozva a fény- és szachardz 6ra-bemenetek keresztez6dési

pontjait.
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8. Osszefoglalé

Az evollcids siker egyik legf6bb kritériuma, hogy az él6lények a kérnyezetiik adta kihivasokat
a lehet6 legkisebb energiaveszteséggel tudjak atvészelni. A Fold forgasabdl adéddan tdbb
fontos kérnyezeti paraméter (pl. fény, h6mérséklet) valtozasa ritmikus jelleget mutat, igy
azon organizmusok, melyek e valtozdsok bekovetkeztét elére meg tudjak joésolni, s ennek
megfelel6en tudjak idSziteni anyagcsere folyamataikat és viselkedésliket, szdmottevs
mennyiségl energiat tudnak megtakaritani, amelyet azutan mas, evoluciés szempontbdl

hasznos folyamatokban tudnak kamatoztatni.

A szabdlyosan ismétl6d6 események kozott eltelt id6t periddusnak nevezziik, s a bioldgiai
ritmusokat ez alapjan tobb csoportba lehet osztani. A cirkadian ritmusok — a latin ,circa”
(kordlbeldl) és ,diem” (nap) szavaknak megfelel6en - megkdzelit6leg egy napos (20-28h)
periddust mutaté ritmusok, melyeket az él6lények belsé cirkadidn draja diktal. Maga a
cirkadian éra harom f6 egységbdl tevédik 6ssze, melyek mds-mas fontos tulajdonsagot
kdlcsonoznek a cirkadian ritmusok szamara. Az éra magja, a ,,kézponti oszcillator” egy
6nmagaba visszatérd transzkripcids/transzlacios haldzat, melyben éragének és a réluk
kifejez6d6 orafehérjék vesznek részt. Az éraelemek kozotti interakciok kilsé hatas nélkdl is
lezajlanak, igy a kdzponti oszcillatorhoz kapcsolt élettani folyamatok akkor is ritmikusan
m(ikddnek, ha az él6lény konstans kornyezeti kérilmények kozé keril. Az 6ra masodik
fontos egysége a kimenet. Az ezen egységbe tartozé géntermékek (és az altaluk elGidézett
anyagcsere-folyamatok, viselkedési mintazatok) nem hatnak vissza a kdzponti oszcillator
ritmusara. Kozos jellemzéjik, hogy folytonos expresszidjuk hatalmas eréforras pazarlds
lenne, mert géntermékeik hasznosuldsanak van egy optimuma a nap folyaman, amelyen
kivil a termelés megtérlési rataja elmaradna a maximumtél. A génkifejez6dés megfelel6
idGablakra vald korlatozasdval mindezen energia megtakarithaté. A harmadik egység, a
bemenet olyan jelatviteli hdlozatok 6sszessége, amelyek a cirkadian szempontbdl is jelentds
kornyezeti szigndlokat, un ,,zeitgebereket” monitorozzak, s az azok ritmusahoz igazitjdk a
kdzponti oszcillator altal kialakitott (nem teljesen 24 6ras) ritmust. Ez a szinkronizacio,
melyet ,entrainment”-ként is neveziink, molekuldris szinten ugy nyilvanul meg, hogy a

bemeneti jelatvitel egyes draelemek transzkripcidjat/transzlaciéjat serkenti vagy gatolja,
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aminek eredményeképpen az 6raelemek kdzotti interakcidok erGssége és sebessége

megvaltozik, végeredményben pedig az éra altal diktalt ritmus felgyorsul/lelassul.

A ndvények szamadra a legfontosabb zeitgeber a fény, hiszen szdmukra a fény nemcsak
informacid-, hanem éltetS energiaforras is, igy e paraméter monitorozasa és a hozza vald
igazodas dontd fontossaggal bir. A fény-jeldtviteli lanc azon tagjainak azonositasa, melyek a
cirkadian éra felé is tovabbitanak informaciét, jelenleg is intenziven kutatott terllet. Az
elmult években szdmos receptort és jelatviteli intermediert sikerilt e vonatkozasban
megnevezni, azonban még mindig keveset tudunk arrdl, hogy melyek azok a bemeneti
elemek, amelyek kozvetlenil hatnak az éragének kifejez6désére, s ily mddon direkt

kapocsként szolgalnak a bemenet és a kdzponti oszcillator kdzott.

Az egyik lehetséges jelolt erre a szerepkorre a HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL 5) bZIP
transzkripcios faktor, mely leginkdbb ACGT-motivumot (ACE-elemet) tartalmazé
promoterekhez kotddve fejt ki génexpresszids valtozast [71]. Homolégjaval, a HYH-al (HY5
HOMOLOG) részben atfed6 funkcidkat latnak el, de a HY5 szerepe meghatarozdbbnak tlnik
a novényi élettani folyamatokban: a fotomorfogenezis egyik alapvet6 pozitiv
szabalyozdjaként szamos fény- és hormonalis jelatviteli Gtvonal integratora [42], [72], [73].
Emellett fontos szerepe van a flavonoid- és terpenoid szintézis indukcidjaban, a névény
hideghez valé akklimatizaciéjaban, a kiilonb6z6 tapanyagok asszimilacidjaban [47]. Ahhoz,
hogy mindezen funkcidk egyidejd mlkodtetése ne szenvedjen zavart, a HY5 valdszindleg
kiilonb6z6 komplexek tagjaként fejti ki hatdsat, erre utal az a tény is, hogy a hagyomanyos

transzkripcids faktoroktdl eltér6en a HY5 nem rendelkezik aktivaciés doménnel [44], [45] .

A fény-jelatvitel kozponti elemeként, és mint transzkripcids faktor a HY5 idealis jel6ltnek
bizonyult arra, hogy bizonyos éragének expresszidjanak megvaltoztatasaval kdzvetlen
szabdlyozdja legyen az dra fény altali beallitasanak, szinkronizacidjanak, azonban e
kérdéskorben egymadsnak ellentmondd tanulmanyokat taldlunk a szakirodalomban. Az
bizonyitott volt, hogy a HY5 tobb 6ragén promoteréhez is (TOC1, CCA1, LHY, ELF4) is képes
kotni fehér fényben [43], s az ELF4 esetében annak transzkripcidjat is aktivalja [45]. Ennek
ellenére mds tanulmanyokban a hy5 hyh mutdns vonal cirkadian ritmusa nem kiilonb6z6tt a
vad [39]. Dolgozatomban azt a célt tlztem ki, hogy az emlitett ellentmonddasokat

megvizsgalva és feloldva azokat tisztazzam, hogy a HY5 és homoldgja valéban képesek-e
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hatni a novényi cirkadian 6ra miikodésére, és amennyiben van dra-asszocialt funkciojuk, ugy

azt milyen molekuldris mechanizmussal és kornyezeti feltételek mellett toltik be.

A munkankat megel6z6 kisérletek soran folyamatos fehér fényben vizsgaltdk a hy5 mutdns
és vad tipusu vonalak periddusat. Mint tudjuk, a fehér fény tobbféle hullamhosszu fény
keverékeként szamos novényi receptort és jelatviteli folyamatot is képes aktivalni, a HY5
pedig mindezen jelatviteli utak szabalyozdsaban egyidejlileg részt vesz [44], s képes azok
informdcidit integralni. Eppen emiatt azt feltételeztiik, hogy a tanulmanyokban alkalmazott
fehér fény kilonboz6 hulldmhossz-6sszetétele magyardzat lehetett az eltéré eredményekre.
Ennek megfelel6en a fehér fényt a névények szamara kilén-kilon is értelmezhetd
tartomanyaira bontottuk fel, s igy folyamatos kék (BL), voros (RL) és tavoli vords (FR) fényben
is megmértiik a hy5, hyh mutans és a vad tipusu (WT) vonalak periddusat. A kisérleti
maodszeriink (éra-vezérelt expresszidju luciferdz 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 periédusa
rovidebb a WT novényekhez képest, vagyis a HY5 és HYH kék fényben lassitja a cirkadian éra
ritmusat. Voros fényben a peridédusok kiilonbsége elhanyagolhaté volt, fehér fényben pedig
egy kozépértékl fenotipust kaptunk, ami egy varhaté eredmény volt annak tiikrében, hogy a
fehér fény kék és voros hullamhosszu fényt is tartalmaz. Mindez arra utal, hogy a HY5 és HYH
valdban részt vesz a cirkadian éra fény altali szabalyozasaban, s ebben a kiilonb6z6

hulldmhossz-tartomdanyok aranya fontos tényezé.

Transzkripcids faktorokként a HY5 és HYH nagy valdszinlséggel 6ragének promoter-
régidjahoz kotve, azok transzkripcids ratajanak megvaltoztatasaval hatnak a novényi
cirkadian ritmus sebességére. ChIP seq adatainkbdl tobb fontos informacidt nyertiink ki. Az
egyik érdekes megfigyelésiink az volt, hogy a HY5 szinte valamennyi 6ra- és éra-asszocidlt
gén promoterénél megtalalhatd volt. Ezen megfigyelésiinket EMSA in vitro kisérletlink ugy
arnyalta tovabb, hogy a HY5 valdszinlleg ezen promoterek cisz-elemeihez kotédik. A ChIP
kisérletek egy tovabbi fontos eredménye, hogy bar a voros fényhez képest kék fényben a
HY5 nagyrészt ugyanazon gének promoteréhez kot, az asszociacié mértéke erésebb. Hogy e
jelenség hatterét megmagyardzzuk, megvizsgaltuk a HY5 és HYH transzkripcids és poszt-
transzkripcids szintjét kék és voros fényben, amelyek azt mutattak, hogy a kék fény mindkét

szinten erdsiti a HY5 és HYH expresszidjat. Az ebbdl kovetkez6 magasabb HY5 és HYH
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fehérjeszint magyarazatot adhat az er6sebb mérték(i kromatin-asszociaciéra, illetve a hy5,

hyh mutansok cirkadian fenotipusanak kékfény-specifikus jellegére is.

e 7o

expresszios kimutatdsaink alapjan elmondhatjuk, hogy a HY5 csupdn harom éragén (PRR5,
LUX, BOA) transzkripcids ratajat befolyasolja, mégpedig negativ iranyban. Ez az eredmény
elsére nem illeszkedik a korabbi eredményeink soraba, ugyanis a hy5 hyh mutans cirkadian
halézatanak matematikai modellezése (azaz a PRR5, LUX és BOA fokozott transzkripcidja)
hosszu periddusu fenotipust jésolt, ami épp az ellentéte az altalunk mért rovid periddusnak.
Ugyanez a modell megnovekedett CCA1 mRNS-szinteket is becsilt, amelyeket semmilyen
kisérleti korilményben nem észleltiink a hy5 hyh mutansban. Erdekes médon, amikor a
szimuldcios programban a CCA1 mRNS-szinteket (a tapasztaltaknak megfelel6) WT-szer(
szintre allitottuk, a szimulacio révidebb periddust adott a WT-nél, az alapkisérletiink
eredményeivel 6sszhangban. Ez arra utalhat, hogy a HY5 valdjaban a CCA1 génatirdsara is
hatdssal van, csupan e kdlcsonhatds nem kimutathatd, mert a HY5 egyidejlileg olyan
szabdlyozasokat is végrehaijt a cirkadidn haldzat egyéb pontjain, melyek 6sszességében a HY5
CCA1-re gyakorolt hatdsat kioltjak. Amennyiben e gondolatmenetet helytdlld, Ugy az is
elképzelhetd, hogy ez az eset a cirkadidn éra mas elemeinél is fennall, vagyis a HY5 a PRR5,
LUX és BOA géneken kiviil szamos mas ponton keresztiil is 0sszekotheti a kékfény-fligg6

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
novények cukor-ellatottsagot monitorozd rendszere a cirkadian éra felé is szolgdltat
informacidkat, ugy gyanitottuk, hogy a cukor-bemenet valamilyen ponton, és valamilyen
madon zavarhatja a fény-bemenet HY5-fligg6 agat. Ennek tisztazdsa érdekében magas és
alacsony szachardz-tartalmd médiumon nétt névényeknél vizsgaltuk, hogyan valtozik a hy5
mutdns novények mRNS-profilja, a bennik expresszalddd HY5 transzkripcids és poszt-
transzkripcids ratdja, valamint annak kromatin-asszociacids képessége. Eredményeink

alapjan a cukor jelenléte/hianya egyik aspektusban sem érintette a HY5 mikodését, igy
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tovabbi kisérletek sziikségesek a hy5 cirkadian fenotipus cukorfliggésének

megmagyarazahoz.
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9. Summary

One of the major criteria for evolutionary success is that organisms can overcome the
challenges of their environment with minimal energy loss. Because of the rotation of the
Earth, changes in several important environmental parameters (such as light, temperature)
show a rhythmic nature, so organisms that can predict these changes in advance, and thus

timing their metabolic processes and behaviors, can save a significant amount of energy.

The time between regular events is called a period, and biological rhythms can be divided
into several groups. Circadian rhythms - according to the Latin words "circa" (approximately)
and "diem" (day) - are rhythms with a period of approximately one day (20-28h), dictated by
the internal circadian clock of the organisms. The circadian clock itself is made up of three
main units. The core of the clock, the "central oscillator", is a recurring transcription /
translation network in which clock genes and their clock proteins are involved. The
interactions between the clock elements take place without any external influence, so the
physiological processes connected to the central oscillator operate rhythmically even when
the organism is placed under constant environmental conditions. The second important unit
of the clock is the output. The gene products of this unit (and the metabolic processes and
behavioral patterns they control) do not affect the rhythm of the central oscillator. Their
common feature is that their continuous expression would be a huge waste of resources,
because their gene products have an optimal utilization at a particular time of the day,
outside of which the rate of return on production is below maximum. By limiting gene
expression to an appropriate time window, part of this energy can be saved. The third unit,
the input, is a set of signaling networks that monitor significant daily environmental signals,
the so-called "zeitgebers", and adjust the pace and phase of the central oscillator according
to the environmental light and thermal cycles. This synchronization, also called
"entrainment", at least in part occurs at the molecular level by stimulating or inhibiting the
transcription / translation of certain clock elements, resulting in a change in the level of clock

components and hence, in the pace of the clock.

For plants, light is the most important zeitgeber, as light is not only a source of information

but also a source of energy, so monitoring and adjusting to this parameter is crucial.
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Identification of members of the light-signaling chain that transmit information to the
circadian clock is an area of intensive research. In recent years, many receptors and signaling
intermediates have been identified in this regard, but little is known about the input
elements that directly affect the expression of clock genes and thus act as a direct link

between the input and the central oscillator.

One potential candidate for this role is the HY5 (ELONGATED HYPOCOTYL 5) bZIP
transcription factor, which binds to promoters containing the ACGT motif (ACE element)
[71]. It has some overlapping functions with its homologue, HYH (HY5 HOMOLOG), but the
role of HY5 appears to play a more prominent role in plant physiology: as an essential
positive regulator of photomorphogenesis, it is an integrator of several light and hormonal
signaling pathways [42], [72], [73]. It also plays an important role in inducing flavonoid and
terpenoid synthesis, acclimatizing the plant to cold, and assimilating various nutrients [47].
In order to avoid disruption of the simultaneous operation of all these functions, HY5 is likely
to act as a member of different complexes, as suggested by the fact that, unlike traditional

transcription factors, HY5 does not possess a transcriptional activation domain [44], [45].

As a central component of light signalling, and as a transcription factor, HY5 has been shown
to be an ideal candidate for direct control of clock light tuning and synchronization by
altering the expression of certain clock genes, but contradictory studies can be found in the
literature. It has been demonstrated that HY5 binds to several clock gene promoters (TOC1,
CCA1, LHY, ELF4) in white light [45] and also activates transcription of the clock gene ELF4
[46]. However, in other studies, the circadian rhythm of the hy5 hyh mutant line did not
differ from the wild type [39]. In my dissertation, | set out to investigate and resolve these
inconsistencies to determine whether HY5 and its homologue are capable of influencing
plant circadian clock function and, if they have clock-associated function, identify the

molecular mechanism and environmental conditions under which they operate.

Prior to our work, the period of hy5 mutant and wild-type lines was examined in continuous
white light. As we know, white light, as a mixture of multiple wavelengths of light, can
activate many plant receptors and signalling pathways, and HY5 is involved in the regulation

of all these signalling pathways simultaneously [44] and is able to integrate their
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information. For this reason, we hypothesized that the different wavelength compositions of

the white light used in the studies may have explained the different results.

Accordingly, the white light was subdivided into different ranges that could be interpreted
individually by the plants, and the function of the clock (e.g. free-running period) was
monitored in hy5, hyh, hy5 hyh mutants and wild-type (WT) lines in continuous blue (BL), red
(RL), and distant red (FR) light. Our experimental method (tracing of luciferase markers with
clock-driven expression) did not allow us to compare the circadian rhythms of these lines in
FR light, but we successfully demonstrated that the period of hy5 and hyh mutants in blue
light is shorter than that of the WT plants. This indicates that HY5 and HYH decelerate the
circadian clock in blue light. In red light, the difference in periods was negligible, and in white
light a moderate phenotype was obtained, as expected, given that white light contains blue
and red wavelengths. This suggests that HY5 and HYH are indeed involved in light control of

the circadian clock, and the proportion of different wavelength ranges is important.

As transcription factors, HY5 and HYH are most likely bound to the promoter region of clock
genes and affect the rate of plant circadian rhythm by altering their transcription rate. This
hypothesis was addressed by a ChIP-seq approach. One of our interesting observations was
that HY5 was found to be associated with the promoters of almost all clock and clock-
associated genes. This observation was further refined by our in vitro EMSA experiment
demonstrating that HY5 is likely to bind to specific G-box-like cis-elements located in these
promoters. Another important result of the ChIP experiments is that although HY5 binds to
the promoter of almost the same gene set in red and blue light, the strength of association is
significantly greater in blue light. To explain this phenomenon, we examined the
transcriptional and post-transcriptional regulation of HY5 and HYH accumulation in blue and
red light, which showed that blue light enhances the expression of HY5 and HYH at both
levels. The resulting higher levels of HY5 and HYH protein may also explain the stronger
association with chromatin and the blue-specificity of the circadian phenotype of hy5 hyh

mutants.

Although HY5 is present in the promoter regions of almost all clock and clock-associated
genes, our mRNA expression studies indicate that HY5 only affects the transcription rate of

three clock genes (PRR5, LUX, BOA) negatively. This result does not fit for the first time with
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our previous results, since mathematical modelling of the circadian network of the hy5 hyh
mutant (i.e. increased transcription of PRR5, LUX and BOA) predicted a long-period
phenotype, which is the opposite of the short period we observed. The same model also
estimated increased levels of CCA1 mRNA, which was not detected in the hy5 hyh mutant
under any experimental conditions. Interestingly, when the CCA1 mRNA levels were set to
WT-like levels in the simulation program (along with increased transcription of PRR5, LUX
and BOA), the simulation gave a shorter period than for the WT plant, consistent with our
results. This information may suggest that HY5 actually affects CCA1 gene transcription, but
this interaction is not detectable, since HY5 simultaneously regulates other parts of the
circadian network that suppress, in general, the effect of HY5 on CCAL. If this line of
reasoning is correct, this may also be the case with other elements of the circadian clock,
meaning that HY5 can connect the blue light dependent input to the circadian oscillator

through a number of other points besides the PRR5, LUX and BOA genes.

Another important observation of the basic experiment in which our work was based was
that the period shortening in the hy5 hyh mutants was measurable especially in plants
grown on low-sucrose media, while in plants grown on higher sucrose, the difference in
period was much smaller. Because the plant's sugar supply monitoring system also provides
information toward the circadian clock, we suspected that the sugar input may interfere at
some point with the HY5-dependent branch of the light input. To test this idea, we examined
transcriptional and post-transcriptional control of HY5 and HYH expression as well as
chromatin association of HY5 in plants grown on high and low sucrose media. According to
our results, the presence / absence of sugar did not affect the function of HY5 in any aspect,
therefore, further experiments are needed to explain the sugar dependence of the hy5

circadian phenotype.
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10. Készonetnyilvanitas

,If | have seen further it is by standing on the shoulders of giants”

Isaac Newton

Koszondm szépen Dr. Nagy Ferencnek, hogy szakdolgozdi és doktori éveim alatt
csoportunkat a lehet6 legmagasabb nivoju szellemi és anyagi er6forrasokkal tdmogatta és
vezette. K6sz6nom, hogy proaktiv attitidomet, Gszinteségemet és lelkesedésemet fontos

értékeknek nevezte, és hogy mindig fordulhattam hozza a legelképeszt6bb kéréseimmel is.

Kiemelten szeretném témavezetémnek, Dr. Kozma-Bognar Laszlonak megkdszonni, hogy
csoportjuk tagja és didkja lehettem eddigi munkdssagom alatt. Személyében az egyik
legerdsebb oktatdi véndval rendelkez6 tandromat tisztelhetem, szaktuddasa, csapatszelleme
és tirelme mind-mind alapkovek voltak k6zés munkank sikerességéhez. Kivanom, hogy a
jov6ben még sok fiatal kutatdtarsam osztozzon szerencsémben, hogy doktorandusz

hallgatéja lehettem.

Szintén kiemelt kdszonettel tartozom Dr. Hajdu Anitanak, hogy a laboratériumi
mindennapokban végig kitlin6 példaval jart el6ttem. Neki koszénhetem, hogy rajottem,
milyen esszencialis kvalitas a jo kutatd szamara a pontos jegyz6konyv és leltar, a gondos

tervezés és a kimondott kritika mind a kollégaink, mind a sajat teljesitménylinkkel szemben.

Kosz6ndm szépen Dr. Viczian Andrasnak, hogy példas szakmai koriiltekintése mellett olyan
kihivasok megbeszélésében és megoldasaban is segit6 jobbot adott, melyekkel a
doktorandusz hallgaték a tankdnyvekben nem taldlkoznak. K6sz6ndm a k6z6s munkat az uj
maddszerek atvétele és megteremtése soran egyarant, mellyel egy rugalmasabb, precizebb és

kreativabb szakemberré valhattam.

Nagy koszonet illeti a csoportunk 6sszes tovabbi jelenlegi és volt tagjat is, hogy korikben
lehettem része els6 izben egy igazi szakmai kozosségnek. Pozitiv hozzadllasuk, szakmai

tudasuk és munkabirasuk mindenki szamara példaértékdi lehet.
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Nagy halaval gondolok az oroshazi Vérésmarty Mihaly Altalanos Iskola tantestiiletének
tagjaira is. Kiilon készoném Horvath Antal, Tompa Lajos, Orosz Laszl6 és llovszky Arpad tanar
uraknak, hogy legfiatalabb didkéveimben olyan szellemi és emberi értékeket tanitottak

nekem, melyek nélkil ez a dolgozat nem késziilhetett volna el.

K6szonom szépen Bartané Németh llona tanarnének, hogy gimnaziumi éveim alatt a vasat
acélla kovacsolta, a gyomokat kiirtotta, és hogy a legelsé perctél a legutolsdig olyan

potencialt [atott meg és hozott el6 bel6liink, aminek még a létezésérdl sem tudtunk.

Kosz6ndm osztalytarsaimnak és bardtaimnak, hogy utam minden eddigi |épésénél
batoritottak és 6sztondztek. Koszondm a halét, mellyel megtartottak a legnehezebb
idGszakokban is, és koszonom szines karaktereiket, 6szinteségliket és valtozatos

meglatasaikat. Mindezek fontos feltételei voltak a dolgozatom elkészitésének.

Szeretném hatalmas halamat kifejezni csalddom tagjainak. Koszoném sziileimnek, hogy a
lehetd legjobb nevelést kaptam, amit gyermek kaphat. Kszonom Péterné Dobos llonanak és
Péter Jozsefnek, hogy masodik sziileimként biztositottdk mindazon jékedvet, dorgalast (és
gyakran fizikai tulélési feltételeket) amelyek nélkil messze nem értem volna el ilyen nivéju
teljesitményeket. Végil pedig kszondm Danka Tivadarnak, hogy tarsamként és lelki
exoskeletonomként mindvégig mellettem allt, a legnagyobb mélységekben és

magassagokban egyarant.

Dolgozatom a Nemzeti Kutatasi, Fejlesztési és Innovacids Hivatal altal odaitélt GINOP-2.3.2-
15-2016-00001, GINOP-2.3.2-15-2016-00015, valamint a GINOP-2.3.2-15-2016-00032 szamu
palydzatok nélkil nem készilhetett volna el. Munkamat az MTA Fiatal Kutaté 6sztondijjal

segitette.
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11. Mellékletek

Primer neve Szekvencia (5' - 3" irdnyban)
RT Fwd | CAGGCGACTGTCGGAGAAAGTCAAAGG
> RT Rev | TCAACAACCTCTTCAGCCGCTTGTTCTC
RT Fwd | ATTCTCTTCAACCTCTTACCTCTC
K RT Rev | AACTCCTCATCACTTTCCTCAG
RT Fwd | GTGTATGTTGAAAGGTGCGG
PRR> RT Rev | AGGAGCAAGTGAAGTTTGTC
RT Fwd | GACGATGATTCTGATGATAAGG
HX RT Rev | CAGTTTATGCACATCATATGGG
RT Fwd | ACATATCCTTCTGTTGGTGGT
BOA RT Rev | CATAAGCCAAGAACCAGTATCTC
RT Fwd | CTGTGTCTGACGAGGGTCGAA
CeAL RT Rev | ATATGTAAAACTTTGCGGCAATACCT
RT Fwd | CAACAGCAACAACAATGCAACTAC
LY RT Rev | AGAGAGCCTGAAACGCTATACGA
RT Fwd | GCCTTCTCAAGATTTGAGGAAAGC
PRRS RT Rev | TTTGGCTCACCTGAAGTACTCTC
RT Fwd | GTAGAAACTGTGATCTGGCCCTG
PRRY RT Rev | GCACATTCCGATCATCCCTAA
RT Fwd | GAAACCATATACCATCACCAAGTC
RVES RT Rev | TTCAATCTTCTTCCAGTCACGA
RT Fwd | TATCTTCTTGACGACTTCTTGCTC
RVE4 RT Rev | ATGTTCCTCTTGTTTGTGACGA
RT Fwd | CTGACTTTGAGGATCATAGACGG
RVE® RT Rev | CAGGTGGGTCTTTGTTTAAGGT
RT Fwd | AGGAATGAAAGTGGGAGTAGTG
PRR3 RT Rev | ATTGATTTGAAGGCGAGGTG
RT Fwd | ATCTTCGCAGAATCCCTGTGATA
roct RT Rev | GCACCTAGCTTCAAGCACTTTACA
RT Fwd | GTTGACGGAAGAGGAAGAAGG
cHE RT Rev | TTGACCATCGGACTTGTGAC
RT Fwd | CCATTGCCAATCAACAAAGAG
FLFsS RT Rev | CTGATCTCATCGAGCAAGAG
RT Fwd | CGACAATCACCAATCGAGAATG
FLr RT Rev | AATGTTTCCGTTGAGTTCTTGAATC
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Primer neve Szekvencia (5' - 3" irdnyban)
RT Fwd | GGTATCGTGCTGAGGAAGTT
o RT Rev | TCGGAAACAACCATAGAGTCA
RT Fwd | AATTCAGCACGCGCCTATTG
o RT Rev | GTTGCTTCTGCTGCAGGAACTT
RT Fwd | CTCTTGAACCTGACAACCCT
Hep2 RT Rev | AGAATCTACCATTGGATGCCT
RT Fwd | AAGTCTTCACTGGCTATCGT
FEL RT Rev | TCTCAGATACAACCACAGGA
RT Fwd | TAGTAATATAGCAAGGCAATCGGG
>KIP RT Rev | ATCTACAGGCATCTCCACCA
RT Fwd | CCTCAGACTCATCTCTTTCATCC
LK RT Rev | TTCCTCTTGTTTCTCTATCCTCAG
LNI2 RT Fwd | TCTGTCATCCCAAAGTGTCC
RT Rev | TTGTTGATATGGCTGGTCCT
IMIDS RT Fwd | TACTCCGTTACACCATGATCC
RT Rev | AGAGCATTGTCTCAGAGTAAGG
RT Fwd | GCATCCTTATCCACCAACGA
HWbl RT Rev | ATCAGCGATTCTCCATAAACGA
RT Fwd | CGATTATCTACGAGAGTGGTGAG
HWb2 RT Rev | TGCCCATGATAACAGTAGCC
TES RT Fwd | AGAAACTACTGCGTCACACC
RT Rev | ACACCATCATCTTCATGATCCT
TIc RT Fwd | CTCAAATCCTCAGACTCTTCCTC
RT Rev | TCTCGGCTTCTTTCTCTTAGG
RT Fwd | ATCTGGTCTTCTCCAATTCGG
X RT Rev | ATTAACCCTCTTCTCCACATACTC
COP1 RT Fwd | TCACAAGGAAATCACGAGAC
RT Rev | CTATCACTCTTCCAGCAAACC
TUB2/3 RT Fwd | CCAGCTTTGGTGATTTGAAC
RT Rev | CAAGCTTTCGGAGGTCAGAG

1. melléklet. A valds idejli PCR-hoz hasznalt primerek jegyzéke.
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Normalizalt CAB2:LUC aktivitas
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Tavoli voros fénykezelés idGtartama (h)

2. melléklet. A CAB2:LUC riportergén alacsony amplituddval operal folyamatos tavoli vords
fényben.
A CAB2:LUC expressziot vad tipusti Ws (WT), hy5, hyh és hy5 hyh névényekben kovettiik nyomon. Ezen

vonalakat 7 napon at neveltik 12:12 6ras s6tét/fény ciklusokon, majd 5 umol m? s'lfényintenzitésﬂ tavoli

voros fényen tartottuk 6ket, monitorozva lumineszenciajukat.
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Jelen tanulmany Lee és mtsai.

m Sejtalkotdk termelése vagy biogenezise (GO:0071840) m Sejtalkotok termelése vagy biogenezise (GO:0071840)
Sejtszint(i folyamatok (GO:0009987) Sejtszintti folyamatok (GO:0009987)

m Lokalizécié (G0O:0051179)  Lokalizacié (GO:0051179)

W Szaporodds (GO:0000003) B Szaporodas (GO:0000003)

M Bioldgiai szabalyozas (GO:0065007) M Bioldgiai szabalyozas (GO:0065007)

M Stimulusra adott vélasz (GO:0050896) B Stimulusra adott valasz (GO:0050896)

M Fejlédés (GO:0032502) ™ Fejl6dés (GO:0032502)

M Ritmikus folyamatok (GO:0048511) M Ritmikus folyamatok (GO:0048511)

B Tobbsejt(i organizmusokra jellemzd folyamatok (GO:0032501) B Tobbsejtl organizmusokra jellemzé folyamatok (GO:0032501)

M Bioldgiai adhézié (GO:0022610) M Bioldgiai adhézié (G0:0022610)

M Anyagcsere folyamatok (GO:0008152) m Anyagcsere folyamatok (GO:0008152)

3. melléklet. A jelen tanulmany, valamint a Lee és mtsai. (2007) dltal azonositott HY5-ko6t6

gének funkciondlis kategoridk szerint torténdé csoportositasa.
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Analizis médja: PANTHER feliilreprezentaltsagi teszt (kiadas datuma: 2017.04.13.)

Annotation Version and Release Date:

GO Ontology database Released 2017-08-14

Analyzed List:

BL+RL (Arabidopsis thaliana)

Reference List:

Arabidopsis thaliana (all genes in database)

Bonferroni correction: TRUE
Bonferroni count: 2166
Arabidopsis
GO biological process complete thaliana -
REFLIST BL+RL BL+RL BL+RL (fold BL+RL
(27060) (6911) | (expected) | Enrichment) | (P-value)
response to UV-B (G0O:0010224) 60 36 15.32 2.35 9.93E-03
circadian rhythm (GO:0007623) 85 47 21.71 2.17 3.57E-03
rhythmic process (GO:0048511) 102 56 26.05 2.15 4.88E-04
protein dephosphorylation (GO:0006470) 80 43 20.43 2.1 1.87E-02
response to karrikin (GO:0080167) 103 55 26.31 2.09 1.43E-03
chloroplast organization (GO:0009658) 100 53 25.54 2.08 2.78E-03
plastid organization (GO:0009657) 136 69 34.73 1.99 3.84E-04
small molecule catabolic process
(G0O:0044282) 110 54 28.09 1.92 1.90E-02
response to cadmium ion (GO:0046686) 261 117 66.66 1.76 2.84E-05
response to water deprivation (GO:0009414) 232 101 59.25 1.7 9.68E-04
response to water (GO:0009415) 240 103 61.29 1.68 1.41E-03
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vesicle-mediated transport (GO:0016192) 271 114 69.21 1.65 9.56E-04
response to osmotic stress (GO:0006970) 447 187 114.16 1.64 3.85E-07
response to salt stress (GO:0009651) 403 168 102.92 1.63 4.00E-06
intracellular protein transport (GO:0006886) 282 117 72.02 1.62 1.31E-03
response to metal ion (GO:0010038) 364 151 92.96 1.62 3.45E-05
cellular macromolecule localization
(GO:0070727) 338 139 86.32 1.61 2.02E-04
response to inorganic substance
(G0:0010035) 682 278 174.18 1.6 2.67E-10
cellular protein localization (GO:0034613) 314 126 80.19 1.57 2.58E-03
cofactor metabolic process (GO:0051186) 280 112 71.51 1.57 1.11E-02
response to alcohol (GO:0097305) 410 163 104.71 1.56 1.39E-04
response to abscisic acid (GO:0009737) 406 161 103.69 1.55 1.94E-04
protein transport (GO:0015031) 470 186 120.04 1.55 2.34E-05
intracellular transport (GO:0046907) 410 162 104.71 1.55 2.20E-04
establishment of protein localization
(G0O:0045184) 474 187 121.06 1.54 2.66E-05
response to cold (GO:0009409) 277 109 70.74 154 2.87E-02
small molecule biosynthetic process
(G0O:0044283) 479 188 122.33 1.54 3.47E-05
establishment of localization in cell
(G0O:0051649) 424 166 108.29 1.53 2.70E-04
protein localization (GO:0008104) 497 194 126.93 1.53 3.04E-05
response to abiotic stimulus (GO:0009628) 1492 578 381.05 1.52 4.55E-19
response to lipid (GO:0033993) 559 216 142.77 151 1.04E-05
response to light stimulus (GO:0009416) 563 217 143.79 151 1.16E-05
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cellular localization (GO:0051641) 519 200 132.55 1.51 4.59E-05
response to temperature stimulus
(G0O:0009266) 405 156 103.44 151 1.57E-03
regulation of response to stimulus
(G0O:0048583) 403 154 102.92 15 2.84E-03
response to radiation (GO:0009314) 582 221 148.64 1.49 2.65E-05
response to bacterium (G0O:0009617) 342 129 87.35 1.48 3.47E-02
peptide transport (GO:0015833) 528 195 134.85 1.45 1.14E-03
response to acid chemical (GO:0001101) 882 324 225.26 1.44 3.99E-07
response to oxygen-containing compound
(G0O:1901700) 1139 417 290.9 1.43 1.43E-09
amide transport (GO:0042886) 533 195 136.13 1.43 2.06E-03
organophosphate metabolic process
(G0:0019637) 420 153 107.27 1.43 3.51E-02
organelle organization (GO:0006996) 863 312 220.41 1.42 4.19E-06
response to endogenous stimulus
(G0O:0009719) 1209 429 308.77 1.39 4.22E-08
response to hormone (GO:0009725) 1202 426 306.99 1.39 5.80E-08
response to organic substance (GO:0010033) 1466 510 374.41 1.36 9.12E-09
shoot system development (GO:0048367) 604 210 154.26 1.36 2.01E-02
response to chemical (GO:0042221) 2091 727 534.03 1.36 1.57E-13
carboxylic acid metabolic process
(G0:0019752) 739 256 188.74 1.36 2.94E-03
cellular response to stress (GO:0033554) 586 202 149.66 1.35 4.79E-02
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small molecule metabolic process (GO:0044281) 1193 410 304.69 1.35 5.16E-06
macromolecule localization (GO:0033036) 695 238 1775 1.34 1.45E-02
nitrogen compound transport (GO:0071705) 674 229 172.14 1.33 3.48E-02
organic acid metabolic process (GO:0006082) 849 287 216.83 1.32 4.64E-03
oxoacid metabolic process (G0:0043436) 847 286 216.32 1.32 5.26E-03
post-embryonic development (GO:0009791) 1108 362 282.98 1.28 4,90E-03
cellular component organization (GO:0016043) 1658 539 423.45 1.27 2.95E-05
system development (GO:0048731) 1367 438 349.13 1.25 3.02E-03
transport (GO:0006810) 1738 556 443.88 1.25 1.32E-04
establishment of localization (GO:0051234) 1754 561 447.96 1.25 1.18E-04
localization (GO:0051179) 1817 579 464.05 1.25 1.14E-04
cellular response to stimulus (GO:0051716) 1976 627 504.66 1.24 5.47E-05
cellular biosynthetic process (GO:0044249) 3278 1038 837.19 1.24 8.80E-10

organic cyclic compound biosynthetic process
(G0O:1901362) 2019 639 515.64 1.24 5.66E-05

heterocycle biosynthetic process
(G0:0018130) 1832 579 467.88 1.24 3.20E-04
aromatic compound biosynthetic process
(G0O:0019438) 1898 597 484.74 1.23 3.68E-04
organic substance biosynthetic process

(G0O:1901576) 3361 1057 858.38 1.23 2.53E-09

cellular component organization or biogenesis
(G0O:0071840) 1845 580 471.2 1.23 5.98E-04
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signal transduction (GO:0007165) 1373 430 350.66 1.23 3.03E-02
developmental process (G0O:0032502) 2332 729 595.58 1.22 3.52E-05
multicellular organism development
(G0O:0007275) 1961 613 500.83 1.22 5.45E-04
biosynthetic process (GO:0009058) 3580 1112 914.32 1.22 1.06E-08
organic cyclic compound metabolic process
(G0:1901360) 3047 944 778.19 1.21 1.03E-06
cell communication (GO:0007154) 1553 481 396.63 1.21 2.73E-02
cellular aromatic compound metabolic process
(G0O:0006725) 2927 906 747.54 1.21 2.93E-06
heterocycle metabolic process (GO:0046483) 2818 871 719.7 1.21 8.32E-06
response to stimulus (GO:0050896) 4604 1421 1175.84 1.21 2.38E-11
anatomical structure development
(G0O:0048856) 2181 672 557.02 1.21 9.41E-04
regulation of gene expression (GO:0010468) 2182 668 557.27 1.2 2.31E-03
regulation of RNA metabolic process
(G0O:0051252) 1955 598 499.3 1.2 9.67E-03
regulation of transcription, DNA-templated
(G0O:0006355) 1931 590 493.17 1.2 1.27E-02
cellular macromolecule biosynthetic process
(G0O:0034645) 2233 682 570.3 1.2 2.38E-03
regulation of RNA biosynthetic process
(G0O:2001141) 1932 590 493.42 1.2 1.34E-02
regulation of nucleic acid-templated
transcription (GO:1903506) 1932 590 493.42 1.2 1.34E-02
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regulation of biosynthetic process
(G0O:0009889) 2120 647 541.44 1.19 5.02E-03
nucleobase-containing compound metabolic
process (GO:0006139) 2581 787 659.18 1.19 4.08E-04
regulation of cellular biosynthetic process
(G0O:0031326) 2103 641 537.1 1.19 6.52E-03
regulation of nucleobase-containing compound
metabolic process (G0:0019219) 1990 606 508.24 1.19 1.37E-02
cellular nitrogen compound metabolic process
(G0O:0034641) 3216 979 821.35 1.19 1.32E-05
cellular metabolic process (GO:0044237) 6383 1942 1630.19 1.19 5.77E-15
multicellular organismal process
(G0O:0032501) 2134 649 545.01 1.19 7.33E-03
macromolecule biosynthetic process
(G0:0009059) 2273 691 580.51 1.19 3.62E-03
regulation of cellular macromolecule
biosynthetic process (GO:2000112) 2056 625 525.09 1.19 1.18E-02
response to stress (GO:0006950) 2619 796 668.88 1.19 5.53E-04
regulation of macromolecule biosynthetic
process (GO:0010556) 2057 625 525.35 1.19 1.25E-02
regulation of metabolic process (G0:0019222) 2433 739 621.38 1.19 1.71E-03
regulation of macromolecule metabolic
process (GO:0060255) 2296 697 586.39 1.19 3.88E-03
regulation of nitrogen compound metabolic
process (GO:0051171) 2186 662 558.29 1.19 9.61E-03
cellular nitrogen compound biosynthetic
process (GO:0044271) 2289 693 584.6 1.19 5.83E-03
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cellular macromolecule metabolic process

(G0:0044260) 4370 1321 1116.08 1.18 6.95E-08
gene expression (GO:0010467) 2325 701 593.79 1.18 8.46E-03

regulation of primary metabolic process
(G0O:0080090) 2219 669 566.72 1.18 1.44E-02

regulation of cellular metabolic process
(G0O:0031323) 2282 687 582.81 1.18 1.27E-02

nitrogen compound metabolic process
(G0O:0006807) 5359 1613 1368.66 1.18 6.01E-10
nucleic acid metabolic process (GO:0090304) 2263 681 577.96 1.18 1.47E-02
regulation of cellular process (GO:0050794) 3544 1063 905.12 1.17 4.42E-05
regulation of biological process (GO:0050789) 3875 1161 989.66 1.17 1.02E-05

organonitrogen compound metabolic process

(G0:1901564) 3312 986 845.87 1.17 5.71E-04
cellular process (GO:0009987) 8477 2522 2164.99 1.16 7.90E-17
primary metabolic process (GO:0044238) 6353 1872 1622.53 1.15 3.90E-09

organic substance metabolic process
(GO:0071704) 6816 2007 1740.78 1.15 4.49E-10
biological regulation (GO:0065007) 4251 1251 1085.69 1.15 9.69E-05

macromolecule metabolic process
(G0O:0043170) 4830 1420 1233.56 1.15 1.04E-05
metabolic process (GO:0008152) 8032 2321 2051.34 1.13 2.66E-09
Unclassified (UNCLASSIFIED) 7962 2099 2033.46 1.03 0.00E+00
modification of morphology or physiology of

other organism (G0O:0035821) 280 33 71.51 0.46 5.58E-04
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cell killing (GO:0001906) 253 22 64.62 0.34 1.47E-06

disruption of cells of other organism
(GO:0044364) 253 22 64.62 0.34 1.47E-06
killing of cells of other organism (G0O:0031640) 253 22 64.62 0.34 1.47E-06

4. melléklet. A BL+RL génlistak 6sszevont génontoldgiai analizise PANTHER13 program

segitségével [74], [75].
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5. melléklet. A BL és RL génlistajanak terjedelme kiilonb6z6.
Az Gsszes kék fényben (BL) HY5-kot6 gént azok kotés-erGssége szerint rendeztiik sorba az X tengelyen. Az Y

tengely 1-es vagy 2-es értéke azt jelzi, hogy az adott gén megtaldlhatd volt-e a vords fény (RL) mintasoraban
vagy sem. Az A panel a teljes génlistat, mig a B és C panel a génlista els6 és utolsé 1000 tagjat mutatja.
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YFP/hy5 YFP/hyh

6. melléklet. A hy5 és hyh vonal HY5-YFP-vel és HYH-YFP-vel torténd fotomorfogenikus
komplementacidja.

Vad tipusu (Ws), hy5 mutanst és HY5:HY5-YFP konstrukciot hordozd hy5 transzgenikus vonalat , valamint hyh
mutanst és HYH:HYH-YFP konstrukciét hordozé hyh transzgenikus vonalat neveltiink 15 pmol m™ s intenzitasu
folyamatos kék fényben 4 napon keresztil. A mért hipokotil hosszokat a megfelel6 s6tétben nétt novények
hosszdval normalizéltuk. A hibasavok 30-40 db novény eredményeinek standard hibajabdl lettek kiszdmitva. A
csillagok szignikifans kiilonbséget jeleznek a vad tipus értékeihez képes t-teszt elvégzésekor: * P<0,05, ***
P<0,001.
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7. melléklet. A HY5-YFP fuzids fehérje nem mutat ritmikus termel&dést folyamatos kék

fényben.

HY5:HY5-YFP konstrukciét hordozé hy5 muténs névényeket neveltiink 7 napig 12:12 6ras s6tét/fény ciklusokon,

majd folyamatos kék fény ala helyeztiik 6ket. A HY5-YFP fuzids fehérjéket Western-blottal azonositottuk aGFP

antitest segitségével. A felvitel kontrolljaként a mintak AKTIN szintjeit is megvizsgaltuk.
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8. melléklet. Kék fényben a hy5 hyh déra- és dra-asszocialt génjei eltérd expresszids atlagokkal
operalnak a vad-tipushoz képest.

Vad tipust (WT) Ws és hy5 hyh mutans ndvényeket neveltiink 12:12 éras fény/sotét ciklusokon 7 napon
keresztiil, majd azokat 15 umol m” s intenzitasu kék fény ald helyeztik at. A mintdkat a jelzett id6pontokban
gy(jtottiik be. A jelzett gének mRNS szintjeit qPCR segitségével allapitottuk meg, s azokat a hozzajuk tartozé
TUBULIN2/3 (TUB) mRNS szintekkel normaltuk. A hibasavok a kisérlet harom fliggetlen ismétlésének standard
hibdjabol lettek megallapitva.
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