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Bevezetés

A Foldon jelenleg koriilbeliil 382000 ! névény faj van, melyrdl tudunk és ennek donté tobbsége
fotoszintézist folytat sajat energiaszikségleteinek ellatasara. A fotoszintézis egy olyan alapvetd
folyamat a névények szamara, melynek hianya rovid idén beliil a névény pusztulasahoz vezet.
2 A Napbol érkezd sugarzas, a szamunkra is érzékelhets fény szolgaltatja az energiat a
fotoszintézishez. A fényt nem csak energiaforrasként lehet hasznositani, hanem sok ¢161ény
szamara kiilsé kornyezeti jelként szolgal — ahogyan a homérséklet is — mely hozzajarulhat
biolégiai folyamatok szabalyozasahoz. 3* A hdmérsékletnek és a fény erejének ndvekedésében-
csokkenésében megfigyelhetdk ismétlédések, van egy ritmusuk.® Legfeltiindbb jelenség,
melyet mi is tapasztalunk, hogy mindkett6 esetében beszélhetiink egy napi korforgasrol, ez a
napi vagy idegen szdval cirkadian (circa=korilbeliil, diem=nap)® ritmus. A nap felkeltével a
fényer6 és a hémérséklet is emelkedni kezd, majd a nap végére mindkettd értéke fokozatosan
lecsokken. Az ¢€l6 szervezetek szamara létfontossagi kérdés a kornyezethez vald
alkalmazkodas, melyet ez a napi ritmus valamennyire képes megkdnnyiteni. Ennek oka, hogy
a legtobb ¢él6 szervezet rendelkezik egy olyan belsé rendszerrel, mely a napi ritmusnak
megfeleléen dolgozik. Ezt a belsd, szervezett rendszert nevezzik cirkadian oranak, mely segit
felkésziteni a szervezetet, hogy elére készen alljanak majd a soron kovetkezé biokémiali
Iépésekre és az élettani folyamatok megfelel6 iddpontra legyenek id6zitve. A cirkadian 6ra egy
Oragénekbdl és orafehérjékbdl allo rendszer, ezek rendezett egymasra vald oda-vissza hatésa
alakitja ki azt a belsd ritmust, mely szerint az adott organizmus élettani folyamatai iddzitve

vannak. ’

A cirkadidn o6ra harom 6 részbdl all 6ssze, a bemeneti részbdl, mely a fotoreceptorokat foglalja
magaban, amik érzékelik a kornyezetb6l érkezé informaciokat. Emellett van az 6ranak egy
kdzponti oszcillator része, mely az éragének és —fehérjék dsszetett haldzatabol all, valamint egy
kimeneti részt is tartalmaz, mely a szamunkra is érzékelhet6 fizioldgiai folyamatokat, 6ra altal
kontrollalt gének kifejez6dését jelenti. A fotoreceptorok funkcidjat is mar sokan kutattak,
ahogyan a kdzponti oszcillator részeit is, azonban bonyolultsaga miatt még mindig sok az
ismeretlen teriilet. Ezért is fontos, hogy ezt a teriiletet kutassuk és altala tobb informéaciot
nyerjunk a novényi orarol, vagy akar méas rendszertani csoportok orajardl is, hiszen az eltérd

fejlodési agak ellenére sokszor akadnak homologiat mutatd teriiletek.

Ahhoz, hogy az 6rat jobban meg tudjuk ismerni, a legegyszeriibb modszer az alkotérészeinek

feltarasara a mutanssziirés, mely folyamat soran az egyedi mutacioval rendelkez6 névényeket



vizsgaljuk és kivalasztjuk azokat, melyeknél az 6ra miitkodésében talalunk valamilyen eltérést
a vad tipushoz képest. Doktori értekezésemben két ilyen muténs vonalrol esik majd szo,
egyikben az UBP12 (UBIQUITIN PROTEASE 12) gént, mésikban az UHD1 (UNHURRIED 1)
gént azonositottuk, mint a cirkadian 6ra alkotoeleme. Ugyan az UBP12-r6l mar irtak le
korabban jellemzést és ismerjiik a nullmutans fenotipusait 8, azonban az &ltalunk megismert
muténs egy aminosavcsere kovetkeztében mutatott a nullmutanshoz hasonl6 viselkedést, ami
feltételezi, hogy az érintett aminosav nagy mértékli hatassal lehet a génre vagy a fehérjére.
Emellett az UBP12 egy olyan proteaz, mely ubikvitin molekulakat hasit le mas fehérjékrol,
ezéltal befolyasolva azoknak miikodését, féléletidejét >0, Ez az ubikvitin proteaz ezeken feliil
ugyanugy szerepel mas organizmusokban — koztik emldsben vagy rovarban —, mint
novényben'! Ezaltal feltételezhetd, hogy vannak olyan ubikvitin proteazok, melyek homologiat
mutatnak kiilonbozé él6lényekben és ezek alapjan a hasonldé mutaciot szenvedd géntermékek

funkcioja ugyanolyan irdnyban valtozhat.

Dolgozatomban tehat egyrészt az UBP12 gén és fehérje jellemzése lesz a f6 téma. Masik részét
az UHD1 teszi ki, mely egy 0j gén, amit a cirkadian érahoz kapcsolunk. Korabbi munkank
alapjan maér biztosan tudtuk, hogy ez a gén felelds az altalunk észlelt mutans ndovény
fenotipusaért, tovabbi feladatunk az lett, hogy kideritstik, milyen szerepe van az 6raban, illetve

ha rendelkezik egyéb funkciokkal, akkor azoknak a meghatarozasa.



Szakirodalmi attekintés

A kornyezetiink fontos szerepet jatszik minden egyes él6lény életében, ezért érdemes hozza
alkalmazkodni. *? Ez egyrészrdl azért fontos, mert vannak kiilsé, karos kornyezeti hatasok,
melyekkel szemben ellenallébba valik az adott organizmus, amennyiben képes az
alkalmazkodasra. Az él6lények a szamukra szikseges téaplalékokat, tapanyagokat a
kornyezetbdl tudjék felvenni és hasznositani, ezért elkeriilhetetlen ezekkel a hatdsokkal vald
szembesiilés. 3 Masrészrol azért is esszencialis a kornyezethez vald igazodas, mert egyes
kornyezeti valtozasokban megfigyelhetd bizonyos ciklusossag, ez lehet példaul éves vagy akar
napi szinten is. Amennyiben ennek az ismétlddésnek megfelelden elére felkésziil az él6lény,
sajat részére képes energiat is megtakaritani, hiszen a ciklusossagot kovetve, képes prediktalni
példaul a nap folyaman kovetkezd eseményt, arra fel tud késziilni molekularis szinten és nem

sziikséges egy élettani folyamatot allandoan fenntartani. >4

Erre a molekularis szinten torténd elére felkésziilésre egy kitliné példa az Arabidopsis thaliana
(ludfii) és a kdposztalepke hernydjanak esete. Megfigyelték, hogy a k&posztalepke hernyoja a
nappal kdzepén mutatja a legintenzivebb taplalkozést, valamint emellett kimutattak, hogy a
ludfiiben is ebben az id6ben éri el kifejez6dési szintjének maximumat a jazmonsav - ami egy
novényi hormon és tobbek kézott mechanikai sériilésre vagy rovarragasra adott valaszokban
vesz részt a novény védelmében. 1° igy a névény herbivorok elleni védekezése hatékonyabb,
mert felkésziil elére a szoveteket érheté karosodasra. Kutatok kisérleteket végeztek, amikor is
ellentétesen valtakoz6 napokon tartottak a hernydkat és a ndvényeket. Mindez azt jelenti
roviden, hogy abban az iddben mikor a ndvények szamara éjszakai kortilmények voltak
beallitva, a hernyénak nappal és forditva. Par napon keresztiil ilyen kortilmények kozott
tartottak a novényeket és a hernydkat, utana egy helyre tették 6ket. A ndvény ebben a Kisérleti
rendszerben nem termelt elég jAzmonsavat a hernydk legintenzivebb taplalkozasanak idején,

tehat nem volt, ami megfékezze a hernydkat, a kartétel sokkal nagyobb lett. 1°

Mas stresszhatasokra is képes elore ,,felkésziilni”” a néveny, igy egy masik példa erre az UV-B
sugarzasra adott vélasz. ' Karosito hatdsa ugyanis nem csak patogéneknek vagy a
novényevoknek lehet, hanem akér a fénynek is. A feny energiaforrast jelent a névenyek
szamdara, azonban egy bizonyos mennyiség felett karositd hatdsa lehet a fényelnyeld
rendszerekre illetve magara a DNS-re is. 1’ Legfoképpen az UV-B (280-315 nm) sugarzas bir
ilyen hatassal. Egy bels6 mechanizmus segit abban, hogy még napfelkelte el6tt elkezdjenek

termelédni olyan fényvédsé molekulak, mint példéul az antocianidok 8. A fényen kiviil vannak
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a kornyezetben eléforduld tovabbi stresszhatasok is, mint a szarazsag vagy magas sotartalmu
talajok. Azért, hogy ezeknek a karos hatasa csokkenjen, a szilkséges molekulak termelddéséért
felelés enzimek génjeinek kifejezédése is az antocianidokhoz hasonldan szabélyozédik, igy

segitve az alkalmazkodast.%?°

Amint azt a példakon keresztll is lathatjuk, az alkalmazkodas akkor a leghatékonyabb, ha
valamilyen ritmus &ltal szabalyozott folyamat és nem csak egy egyszeri alkalom. Ahogy
kordbban emlitettem, a ritmusok kiilonféle hosszusaguak lehetnek. Gondoljunk csak peldaul a
szivveresunkre, mely egy percen belll tobbszor jatszodik le ugyanugy. Vagy az alvésra,
melynek soran mélyalvasi és REM szakaszok tobbszor valtjak egymast. Ugyanilyen révid a
vizelet Urités, bélmiikodés, hohaztartas vagy a hormon szabalyozas 2, illetve nem emlds példat
tekintve, az ecetmuslica himjének néaszéneke, melynek frekvencidja szintén rovidebb
ismétlodéseket mutat. 2 Ezeket a napnal révidebb ritmusokat ultradian ritmusoknak nevezzik
a latin ultra diem (=napon tuli) szavak utan. Ezzel szemben az infradian ritmusok, latinul infra
diem (=egy nap alatti) periédusa egy napnal hosszabb id6 alatt jatszodik le. Ide tartozik a
féemldsok menstruacios ciklusa, ami kordlbeltl 28-32 nap, a téli lmot alvo él6lények
hibernécidja, az allatok vandorlasa, vagy az évszakok valtozasa. 22 Az ultra- és infradian
ritmusok mellett, a szdmunkra is leginkabb megfigyelhetd a cirkadian ritmus, mely a latin circa
diem (=korulbeliil napi®?® szavakbdl ered. A legtobb él61ény rendelkezik valamilyen cirkadian
ritmust életfolyamattal. Talalunk ra példat allatok, névények, gombak és cianobaktériumok
esetében is. A cirkadian ritmus fontossaga igy vitathatatlan. A napi ritmust mar a tavoli maltban
megfigyelték az emberek. Idészamitasunk el6tt 4. szazadbol irdsos feljegyzések is vannak,

melyben Theophrastus ir egy névény cirkadian ritmusarol. 2627

A cirkadian ritmus mérése és paraméterei:

Ahhoz, hogy két kiilonboz6 cirkadidn ritmust 0ssze tudjunk hasonlitani, sziikséges alapvetd
fogalmakat, oraval kapcsolatos tulajdonsagokat mérheté modon meghatarozni, hogy a rendszer
egységes, Osszevethetd legyen. A Kkisérletek sordn egy kvantitativ jelleg kifejezodését
vizsgaljuk az id6 fiiggvényében, mely egy hullammintézatot ad. %%° (1. dbra) A cirkadian
ritmusok leggyakrabban szinusz hullamokkal rajzolhatok le és matematikai fogalmak
segitségével értelmezhetéek. *° Leggyakoribb fogalom, melyet mi is hasznalunk és altalaban ez
alapjan hasonlitunk 6ssze két vonalat el0szor, az a periddus. A periodus egy jelleg ismétlodési
gyakorisagat jelenti. Amennyiben az 1d6 fiiggvényében &brazoljuk egy tulajdonsag

kifejez6dését, akkor a periddust a gorbe két azonos pontjdnak (pl. az egymast kovetd
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maximumoknak vagy minimumoknak) idébeli tavolsaga adja meg. Egy szabadon futd periddus
hossza altalaban 20-28 dra. 3" Ha a két pont kozotti tavolsag csokken, akkor a periodus
rovidebb, ha a tavolsag ndvekszik, akkor a periodus hosszabb lesz. Mivel semmi sem lehet
tokéletes, a mérések soran, a mert periodusok hossza nem szokott mindig pontosan egyforma
lenni, emiatt a gyakorlatban atlagot szdmolunk és igy adjuk meg egy periodus hosszat. Egy
perioduson belll talalkozunk minimum és maximum értékekkel. Ha a kett6 kozotti kiilonbség
felét nézzlk, azt megegyezés szerint amplitiddonak nevezzilk. Az amplitddo is néhet vagy

csokkenhet a ritmus soran, de ha nem sillyed egy meghatarozott minimumerték ala, akkor a

Kvantitdlhato ritmikus output

eallito szubjektiv
fény sotet fény sotét

ZT O ZT 24 ZT 60
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1. abra A cirkadian ritmusok fébb paraméterei.

ritmus er6teljesnek mondhato. Ellenkez6 esetben aritmicitasrol beszéliink. Kovetkez6 hasznalt
paraméter a cirkadian ritmusok esetében a fazis. A ritmus fazisa azt mutatja meg, hogy az adott
cirkadian cikluson belul hol tartézkodik a rendszer. Ezt a hulldm maximumanak és egy
viszonyitasi idépontnak (altaldban az utolso beallito fényszakasz kezdetének) a killénbségeként

adjuk meg. Legfontosabb fazispontok a minimum és maximum értékek.

Munkank soran Arabidopsis thaliana csirandvények cirkadian orajat vizsgaltuk. A kisérleteink
soran tébb névény ritmusat mérjik egyszerre és a kiilonb6z6 genotipusok ritmusat tobb egyed
atlagabol hatarozzuk meg. A kdénnyebb dsszehasonlithatdsag érdekében érdemes valamivel

beallitani, szinkronba hozni a kiilonb6z6 egyedek ritmusat, ezt pedig fény vagy homérséklet
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ciklusok alkalmazésaval tehetjiik meg. 312 Leggyakrabban par napon (=1 hét) keresztiil
alkalmazott 12 éra (h) fény- 12 éra (h) sotét (12L/12D) ciklusokkal allitjuk be a ritmust,
mindezzel imitélva a természetes kornyezeti viszonyokat, az objektiv nappalokat és éjszakékat.
28 Bzt nevezziik beallitd szakasznak. Ezt kovetden allando koriilmények kozé helyezziik a
novényeket — folyamatos fény vagy folyamatos s6tét — innent6l nem hasznalunk kiilsé beallitd
jeleket, hanem hagyjuk az 6réat szabadon futni. Ha nincs olyan kiils6 hatas, ami bedllité jelként
szolgalna, akkor ebben az esetben a belsé ora a sajat ritmusa alapjan fog miikodni, vagyis
szabadon fog futni. Természetesen a tovabbiakban is megfigyelhet6 lesz egy olyan ritmusossag,
amely emlékeztet egy nappal és egy €jszaka jelenlétére (hacsak nem aritmids mutansokat
vizsgalunk), ezeket azonban mar szubjektiv nappalnak vagy szubjektiv éjjelnek nevezzik. °
Talalkozhatunk még a ZT (zeitgeber time) kifejezéssel is. 3° A ZT betiik utan all6 szamok
ordkban kifejezve mutatjdk meg, hogy ahhoz a ponthoz képest mikor volt az az utolsé
kornyezeti jel, ami az érat be tudta allitani. Példaul ZTO a 12L/12D ciklusokkal beallitott
kisérleteknél az utolso sotét-feny atmenetet jeldli.

Ahhoz, hogy egy bioldgiai ritmust cirkadidn ritmusnak nevezhessiink, annak az alébbi

feltételeknek kell, hogy megfeleljen. 3334

1. Endogén, szabadon futd periddussal rendelkezik és ez a periodus 24 éras (egy
teljes ritmikus ciklus idétartama, egy jelenség ismétlodési gyakorisaga): Allando
kortlmeények kozott is fennmarad a ritmus 24 Ords periddusa, mint példaul
folyamatos fényben vagy folyamatos sotétben. Amennyiben egy ritmus nem marad
fenn alland6 korulmények kozott, gy az nem mondhaté endogénnek. A ritmusnak
konstans koriilmények kozott lezajlédoé egy periddusat nevezzilk szabadon futd
periddusnak, jele: T (tau). A szabadon futas segitségével kizarjuk a kiils6 kornyezeti
hatasokat.

2. A ritmus beallithatd. A ritmust egy kiils6 stimulussal (fény vagy hémérséklet) be
lehet allitani, egy bizonyos pontrol ujra lehet inditani. Ezt a kiils6 hatast, amivel
beallitjuk az orat, Zeitgebernek vagyis idédadonak nevezziik. Legkivalobb példa erre,
amit mi magunk is tapasztalhatunk, az az id6zonakon val6 4tutazas, mikor a nappalok
és éjszakak ideje el van valamilyen iranyba tolédva az eddig megszokottakhoz
képest. Ekkor érzékeljuk a jet lag jelenséget, melyhez par nap alatt alkalmazkodni
tudunk a fény orat beallitoé képességének koszonhetden.

3. A ritmus sebessége nem homérsékletfiigg6. Ez azt jelenti, hogy kiilonb6z6

hémérsékleti skalakon is megmarad a cirkadidn periodicitds. Az ¢él6lények elég
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sz¢éles homérsékleti skalan €élnek, amik hatassal lehetnek a molekularis folyamatok
kinetikdjara. Annak érdekében, hogy a megfeleld ritmus megmaradjon és a belsd ora
tartani tudja a kozel 24 6rés periodust, szlikséges, hogy az dra fuggetlen legyen a
homérséklettol. A Q10-es érték az a mérdszam, ami megadja, hogy egy adott kémiai
folyamat sebessége hanyszorosara gyorsul fel 10 C -kal magasabb hémérsékleten. A
kémiai reakciok tobbségénél ez az értek 2-4, a cirkadian rendszereknél viszont csak
0.8-1.2, vagyis hdmérséklet-kompenzaltak.

Kisérleteink soran szdmos kiilonb6z6 vonalat vizsgalunk. Modellorganizmusunk, a ludfi
(Arabidopsis thaliana) eredetét tekintve tobb helyr6l szarmazik, de mind egyazon fajba
tartoznak, csak mas az Okotipusuk. 3 Az Okotipus egy fajon belil olyan genetikai
sajatossagokat mutaté populédcié, ami alkalmazkodott egy adott kornyezeti feltételhez,
termOhelyhez. *® Arabidopsis thaliana esetében négy fo okotipus létezik, amit kutatasban
hasznalnak: Col-0, Ws-2, Ler-0 és Cvi-0. 3" Mostani kisérleteink soran Col-0 (Columbia) és

Ws-2 (Wassilewskija) dkotipusokat hasznalunk.

A cirkadian ora

A cirkadian ritmusokat valaminek fenn kell tartania, mert magukt6l nem tudnanak fennmaradni,
ezért felelosek az él6lényekben a cirkadian orak. A cirkadian ora két f6 dolog miatt fontos
elsésorban: egyik, mert tartja a ritmust allandé kornyezeti koriilmények kdzott is, illetve mert
az adott szervezetnek el6re jelzi a kérnyezeti tényez6k megvaltozasanak id6épontjat, ami igy
arra fel tud késziilni. 3121330 Mindezek mellett fontos megemliteni, hogy az dra mitkodését is
felulirhatja egy hirtelen kornyezeti inger, melyre sziikséges a gyors, adekvat valaszadas, amit
akkor az oOra nem gatol. Emberek korében példaul ilyen az ébresztdora hatasa. Azonban
szlikséges gatolnia bizonyos ingereket, hogy ne okozzon cslszast a cirkadian ritmusban vagy
egy hamis beallitast (szikrazé napsités/borus ég). >* Mindenesetre tudjuk, hogy a cirkadian

6ra fontos, mert bizonyitottan néveli az él61ények életképességét. 34

Végeztek kisérletet tobbek kozott cianobaktériumokkal, 4') hogy megfigyeljék, hogy a kiilsd és
belsé id6 Osszehangolasa vajon tényleg sziikséges a megfeleld fejlédéshez vagy mégsem
befolyasolja az alkalmazkodast. Ehhez t6bb kiilonboz6 cirkadian periodusu baktériumkoloniat
mértek kiilonb6z6é hosszusagh napokon. A kisereteket elvégezték hosszu periddusu (28 6ra), és
rovid periddusu (20 6ra) cianobaktérium torzseken. A kétféle periddusu baktérium tdrzset révid
(T20) illetve hosszl napos (T28) korilmények kdzott nevelték, ahol 10 6ra fény/ 10 6ra sotét

vagy 14 6ra fény/14 oOra sotét valtotta egymast. Viszonylag rovid idon beliil azt tapasztaltak,
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hogy rdévid napon a révid periodusu torzsek, hosszu napos korilmények kézott pedig a hosszu
periddusu térzsek maradtak tobbségében életben, majd szaporodtak fel. 4! Arabidopsisban is
elvégeztek hasonlo kisérletet és azt kaptak, hogy a révid periddusu timing of cab expression 1
(tocl) mutans felilmulja a hosszu periddusu zeitlupe (ztl) mutanst, amikor mindkét genotipust
rovid nappali/éjszakai ciklusban nevelik *°. A fokozott talélési esély mellett a tocl ndvények
tobb klorofillt termelnek, tobb szenet kotnek meg és nagyobb a biomassza produkciojuk. Ezzel
szemben amikor mindkét novényt hosszu nappalon nevelik, a ztl mutansok feltlmuljak a tocl
versenytarsakat. Tehat a megfeleld naphosszhoz vald alkalmazkodas tényleg evolucios

elénnyel jar.

Foéként novények, illetve fotoszintetizald szervezetek korében azonban még felmerilhet egy
maésik kérdés. Ezek az organizmusok a fényt hasznaljak, mint energiaforras, tehat feltehetjik a
kérdest, hogy tobb fény vagy akar alland6 fényviszonyok mellett a novekedésiik, fejlodésiik
vajon fokozottabb lenne vagy sem. Ennek felderitésére paradicsomon végeztek kisérleteket*?
Egyik kisérlet soran a ndvényeket allandé fényviszonyok és allando homérsékleti koriilmények
kdzott nevelték. Eredményil azt kapték, hogy ilyen viszonyok koz6tt nevelve a ndvények nem
fejlodtek rendesen és terméshozamuk is gyengébb volt. Azonban abban az esetben, amikor az
allandd hémérséklet megmaradt, de mellette a fényviszonyokat periodikusan valtoztattak,

ahogy az nappal és éjszaka torténne, a névények szépen fejlodtek.

Masik kisérleti elrendezésben a névényeket kiilonb6z6 id6tartamu fény-sotét ciklusok mellett

nevelték (2. abra). Volt 12, 24 illetve 48 éras ciklus, melyekben a megvilagitas és a sététben

2. &bra Kiilonb6z6 hosszisagu, de aranyaiban ugyanolyan fény-sotét
kortlmenyek kodzott nevelt paradicsom novények. A 12 éra fény/12 6ra sotét
koriilmények kozott nevelt ndvények jol 1athatdan nagyobbra ndttek és erdsebbek.
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tartott 6rak aranya mindig ugyanolyan volt. ® Ez azt jelenti, hogy rendre 6 6ra fény: 6 6ra sotét;
12 ora fény: 12 oOra sotét illetve 24 o6ra fény: 24 6ra sotét korilmeny volt. A megvildgitas
id6tartama hosszu tdvon mindharom esetben egyforma. Az eredmények azt mutattak, hogy
legjobban a 12L/12D kérilményen nevelt névények esetében volt megfigyelhet6 a legnagyobb
mértékii fejlodés. 3° Mindez valoszintileg annak koszonhetd, hogy az evolucio/foldtorténeti ido
folyaman a kozel 24 orés bels6 ritmus rogziilt, igy ahhoz képes leginkabb alkalmazkodni ilyen
rovid id6 alatt. * Mindezekbdl lathatjuk tehat, hogy a belsd ora fontos szerepet tolt be és szamos

biologiai elénnyel jar a kiils6 és belsé ritmusok szinkronizalasa.

A cirkadian ora részei

A bemeneti rész

A cirkadian ora harom 6 részbdél épul fel. Elsé ezek koziil a bemeneti rész, majd kdvetkezik a
kdzponti oszcillator, végul az utolso rész a kimenet (3. abra). El6szor is kezdjiik a bemenettel.
Ez az a rész, mely leginkdbb kapcsolatban all a kiilvilaggal, hiszen a fény (vagy a hdmérséklet)
bedllitd tulajdonsaga itt jut érvényre a kiilonbozé fotoreceptorokon (vagy horeceptorokon)
keresztiil. 312) A fotoreceptorok eddigi tudasunk szerint 3 hullamhossztartomanyban érzékelik
a fényt a novényekben: UV, kék, vords. + Az UV-B fotoreceptorok az UV-B sugarzast

érzékelik, a kriptokromok és fototropinok a kék fényt és az UV-A-t, illetve rajtuk kivil még

KOZPONTI
BEMENET OSZCILLATOR KIMENET

Wi
§

FOTORECEPTOROK ORA GENEK ORA-KONTROLLALT GENEK
Fitokromok (A-E ORA FEHERJEK KIFEJEZODESE
Kriptokromok (1-2) FIZIOLOGIAI FOLYAMATOK

Created in BioRender.com bio

3. &bra A cirkadian 6ra vazlatos felépitése. Az ora 3 f6 részbdl all, a bemenetbdl, kdzponti
oszcillatorbol és a kimenetbdl. A bemenetet a kiilonbozd fotoreceptorok alkotjék, a
kdzponti oszcillator egy negativ visszacsatolasokon alapulé 6nfenntarté rendszer, a
kimenethez pedig az 6ra mikodését reprezentald génkifejezddések, fizioldgiai folyamatok
megnyilvanulasa jelenti.

16



vannak a fitokromok, amik a voros és tavoli voros fényt képesek érzékelni. #546 A
fotoreceptorok azonban nem csak azért felelnek, hogy a fényt érzékeljék, hanem azt, mint kiils6

kornyezeti jelet, tovabbitjak is kilonféle modokon a kdzponti oszcillator irdnyaba.

A novények 6 fotoreceptorai a fitokromok, ezek segitségevel képes a fény érzékelésére.
Arabidopsisban egy 5 tagbol allo géencsaladrdl van szo, ide tartozik a PHYTOCHROME, A, B,
C, D és E (PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE). * Felépitésiiket tekintve 120-129 kDa
moltomegil fehérjék, az apoproteinjiik a citoplazmaban termelddik. Prosztetikus csoportjuk, a
fikocianobilin, autokatalitikusan kotédik az apoproteinhez, melynek kovetkeztében 1étrejon a
komplex holoprotein. A fitokrémoknal a holoproteinek homodimerekké allnak 6ssze, igy
funkcioképesek. Mindkét alkotoegysége rendelkezik N-termindlis és C-terminalis doménekkel,
melyek 6sszekapcsolasaban egy proteolitikusan érzékeny csukl6 régid vesz részt. Ennek a
csuklo régionak koszonhetéen két konformere van a fitokromoknak. Ez a két forma bioldgiai
aktivitasaban és spektroszkdpiai tulajdonsagaiban is eltér egymastdl. Az egyik forma az
ugynevezett Pr forma, melynek abszorpciés maximuma 660 nm, a voros tartomanyban van. Ez
a forma sotétben képzddik és biologiailag inaktiv. VOros fény hatasara megvaltozik a fitokrom
szerkezete, igy felszinre kerlilhetnek funkcionalis részek. Igy alakul ki a mésik konformer,
melyet Pfr formanak nevezink. Ez mar bioldgiailag aktiv forma, abszorpciés maximuma pedig
730 nm-en van, vagyis a tavoli voros tartomanyban. Ennek megfelelden erre a hullamhosszra a
legérzékenyebb és a tavoli voros fénnyel vald megvilagitas hatassal is van ra, konformacioja
megvaltozik, visszaalakul Pr formava. A noévényeket éré6 fény azzonban sosem
monokromatikus, illetve a két forma abszorpcios spektrumai is atfednek tehat a Pr = Pfr
atalakulas folyamatos. Ezt az oda-vissza val6 atalakulast nevezziik fotokonverzidnak, mely a
fitokromok miikddési alapja. “47 A folyamatos fény hatdsara egy idé utdn egyensulyi allapot,
a fotostacionarius allapot alakul ki a két forma kozott, attol fiiggden, hogy milyen a fény
hullamhossz-Gsszetétele. 48 A novények a z6ld fényt képesek legkevésbé hasznositani, mivel
ennek nagy része visszaverddik a levelekrdl. A kék és a voros fény azonban kiemelt szereppel
bir, mert mikor a fény athalad a ndévény részein, az ebbe a hullamhossz-tartomanyba es6 fény
nagy része abszorbealodik a fotoszintetikus apparatus altal. A tavoli vorés fény a novény
szOvetein javarészt athatol, igy a vords és tavoli vords fény aranyabol, illetve az altaluk
kialakitott Pr és Pfr formak aranyabol a novény képes informéciét nyerni a kdrnyezetérél. 4° A
tavoli voros fény nagyobb aranya ugyanis vetélytarsak jelenlétérdl, egy fényhianyosabb helyrdl

adhat informacidét, ami ellen ezeknek a kromofor formak aranyanak meghatarozasabol
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szarmazo6 adatok segitségével kiilonbozo jelatviteli utvonalak aktivalodhatnak, melyek segitik

a novény arnyékkertilését, a kompetitorok felilmulasat. *

Kozponti oszcillator

A kozponti oszcillator az a rész, mely tulajdonképpen az ora ,lelkének” tekinthetd. Az
oszcillatorba a fény- és hdreceptorok iranyabol érkezik jel. 32 Azt azonban fontos tisztazni,
hogy a bemenet irdnyabol érkezd jelek pusztin az ora bedllitasat szolgaljak, a kozponti
oszcillator mitkodése ettdl fiiggetlen mitkodési egység. "°0°1 A kornyezeti jelek segitségével
viszont szinkronba kerulhet a kilvilaggal, mely szdmos adaptiv elénnyel szolgal. A kézponti
oszcillator egy Onfenntartdé rendszer. Miukodését a kiilonbozé oragének és ora fehérjék
egymasra val6 pozitiv vagy negativ visszacsatolasa tartja fenn. 1213 Ezt a legkénnyebben gy
lehet elmagyarazni, hogy egy pozitiv faktor hat egy masik, negativ faktorra, serkenti annak
transzkripcidjat. A negativ faktor egyre nagyobb mennyiségben irédik at, egyre tobb fehérje
termel6dik beléle. Ezek a fehérjék pedig visszahatva kdzvetett vagy kdzvetlen modon a pozitiv
faktor termelddését gatoljak. Igy a pozitiv faktor mennyisége csokkenni fog, ami majd a negativ
faktor csokkenését eredményezi és egy id6 utan megsziinteti a pozitiv faktor termelddésének
gatlasat. Természetesen nem ennyire egyszer(i folyamatrol van szd, ez csak az alap miikodési
elv elmagyarazasara szolgal, de az elmondhat6, hogy az oszcillacié létrehozasahoz kell
legalabb egy serkent6 és egy gatld folyamatbol all6 negativ visszacsatolas 33254 és ezen fellil
a visszahatas késleltetése. A valodi miikodése a kozponti oszcillatornak ennél természetesen
joval tébb 6ragén és oOrafehérje egymasra hatasan alapul, %56 sok ezek kozil pedig még
szamunkra is ismeretlen, de felfedezésiik folyamatosan zajlik vilagszerte. Oragének alatt azokat
a géneket tartjuk szadmon, melyekrél a transzkripcid sordn képz6doé (ora)fehérjék
nélkildzhetetlen komponensek a cirkadian ritmus fenntartasahoz és szabalyozasahoz. Egy-egy
fehérje termel6dése pozitivan vagy negativan szabalyozhatja més fehérjék génjeinek
transzkripcidjat, akar maganak a fehérjének az inaktivalodasat okozhatja - elésegitheti annak
miikddését, illetve fehérje-fehérje kolcsonhatasok létrejéttét eredményezheti. *° Ezeken kiviil
még jellemz0 erre az oszcillaciora, hogy a hatas-ellenhatas ideje tébbféle lehet. Vannak gyorsan
vagy lassan lecsengd, illetve szabalyosan vagy szabalytalanul oszcillalé kordk, de 1ényegét
tekintve az egesz folyamat késleltetésen alapul. Ezzel a preciz késleltetési folyamattal lehet jol
id6ziteni a megfeleld napszakra a molekularis mechanizmusokat és elérni a 24 h-s
periédushosszat. A kdzponti oszcillator nem egy, hanem tdbb ilyen visszacsatolasi hurokbol
tevodik Ossze és ezeknek az egylittes miikodése alakitja majd ki a teljes egészet. Azt, hogy

melyik elem tekintheté az oszcillator részének, azt tobb szempont alapjan szoktak
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megallapitani. *° Elsésorban a legaltalanosabb feltétele, hogy az érintett elem hianyaban a
ritmus valamiképpen megvaltozik vagy teljesen megsziinik. Masik jellemz6 lehet pedig, hogy
fény vagy egyéb bedllitojelek hatdsara az érintett elem szintje vagy miikodése valamilyen

modon megvaltozik, €s ez kihat az éranak a mikodésére is.

A kozponti oszcillatorba a bemenet fel6l érkezik a beallitd jel, azonban az oszcillator vissza is
hat a bemenet iranyaba. %" Gondoljunk csak bele, mekkora sziikség lehet arra, hogy egy jelet,
ami segit az iddzitésben, a folyamatok elinditdsdban vagy éppen ledllitdsdban, valamilyen
maodon lehessen szabalyozni? Ahogy arrél mar roviden szé esett, szilkséges az olyan ingerek
gatlasa, melyek nem hordoznak ténylegesen szlikséges informéacidkat az ora beallitasahoz.
Ilyen példaul a nappali peridduson belill az arnyék, a ver6fényes napsiités vagy a beborult
égbolt. Ha minden egyes ilyen fényvaltozasra reagélna az 6ra, akkor nem tudné betdlteni a
funkciojat, hiszen az 1d6zités, a kovetkezd 1épésre valo felkészités a feladata. Abban az esetben,
ha példaul a déleldtt folyaman hirtelen beborul az ég és ezt az este kezdetének érzékelné, gy
az eletfolyamatok is elkezdenének az estéhez alkalmazkodni. Azonban ha elmulik a borulés,
kist a nap, akkor mindez az éjjelre val6o felkészilés hidbavalova valik és a névénylink
hatranyba kertlt. A bemeneti jel gatlasa, mas szdval kapuzasa (gating) ennek a kikliszobolését
segiti. Segitségével az ora be tudja tolteni a funkciojat és fenntartja a napi ritmust illetve
er6teljesebbé teszi a ciklust. A bemeneti jel kapuzésa dsszefoglalva tehat azt jelenti, hogy az

ora csak bizonyos idészakokban és megfeleld erésségii jelekre reagal. *°

A reakcio tobbféle lehet, attol fiiggden, hogy milyen fazisban éri az orat az inger. Mesterséges
korialmények kozott az éjszaka kdzepén tudjuk elérni a legnagyobb faziscsuszast, mar egyetlen
féenyimpulzus alkalmazéséval is. A nappal folyaman tobbnyire érzéketlen a beallito jelekre, a
hajnal és az alkonyat tdjékan a legérzékenyebb a kiilsé kornyezetbdl érkezd ingerekre. 8
Mindez azért lehetséges, mert hajnalban és napnyugtakor torténik a legnagyobb fényvaltozas
(fényerdsség és hullamhossz szempontjabol is). Az éjszaka soran igy arra készll az 6ra, hogy
felkeljen a nap és ennek kdvetkeztében, ha egy fényimpulzust kap, akkor az d6ra ugy érzékeli,
hogy hajnalodik, tehat elkezdédhet a nappal, ami molekularis szinten be is kovetkezik a
novényben. Ilyenkor azt tapasztaljuk, hogy az ora ritmusat figyelve, torténik benne egy ugras,
a megvilagitas idépontjatol kezdddik el az a szakasz, ami egyébként késObb kdvetkezne be,
tehat az ora siet. 38 Attol fiiggden, hogy mikor éri a fénypulzus az érat — az 6ra melyik fazisban
van —az Ora késése és sietése is eléfordulhat. *° Kisérleti koriilményeink kozott, mikor az 6ra
szabadon futo ritmusat figyeljuk meg, akkor annak periddushossza fuigg az éppen alkalmazott

fény erésségétdl és mindségétdl is. Nagyon jo kisérleti modszer ez arra, hogy kizarhassuk vele
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a bemeneti oldali fényszabalyozasi zavarokat, hiszen ha a peridodus fényfiiggben valtozik,
biztosak lehetiink abban, hogy nem az oszcillatorban tortént eltérés. Novényekben a periddus
hossza a fény er6sségével forditottan aranyos, tehat minél er6sebb a fény, annal révidebb lesz
a periddus (Aschoff-szabaly) ®°. Ha a periodus fényerésségtol valéd fiiggését akarjuk vizsgalni,
akkor azonos mdédon bedllitott (ugyanolyan fény-sotét ciklusok azonos fényerGsségen)
novényeket eltéré erdsségli allandod fénybe helyeziink altaldban egy hétre, majd a kialakuld
periddust az alkalmazott fényerdsség tizes alapu logaritmuséanak fiiggvényében abrazoljuk. Az

igy kapott gorbe a fényerésség-fiiggés gorbe vagy angolul Fluence Rate Curve (FRC). 8

Kimeneti rész

Az oOra harmadik része a kimeneti elem (output). A kimenet jelenti a kdzponti oszcillator altal
generalt ritmus kdvetkeztében szabalyosan miikddo élettani folyamatokat, ezeket altalaban mi
is tapasztalhatjuk, megfigyelhetjiik. Ezek azok az élettani folyamatok, amiket példaul régen
megfigyelve a tuddsok elkezdhettek azon gondolkodni, hogy talan létezik egy, a szervezetben
is miikodd belsé oOra, ami iranyitja ezeket, mint példaul az alvas-ébrenlét 5, taplalkozas,
novények esetén pedig példaul a levélmozgas, gazcserenyilasok allapota, csirazas, stb., de
természetesen a molekuldris szintii ritmikus oszcillacié is idetartozik. 339 A kdzponti oszcillator
szabalyzasa alatt termelédott oragének ezeknek az élettani folyamatoknak az elinditasahoz és

miukodéséhez, a sziikséges elemek kifejezodéséhez sziikségesek.

A bemenet és a kozponti oszcillator kdzott visszacsatolas van, ami szabalyozza, hogy az éra
megfelelden tudjon miikddni és feleslegesen az enyhébb ingerekre ne torténjen valaszadas. A
kimenetnek ezzel szemben a ndvényeknél nincs kdzvetlen visszahatasa az Orara, 6sszeségeben

itt mar csak megfigyeljiik az 6ra miikodését és annak eredményét.

A génkifejez6déstol a viselkedésig minden szinten megfigyelhetd cirkadian szabalyozas.
Novenyekben a gének 89 %-anak kifejezédése valamilyen napszakos mintdzat szerint valtozik,
ebbél pedig 30% 4allandd koriilmények kozott is ritmikus oszcilliciot mutat. 32
Erdekességképpen cianobaktériumok esetében ez 100%, ott minden gén cirkadian szabalyozas
alatt all. 82 Egy novény életciklusa soran a cirkadian 6ra szamos folyamat iranyitasaban részt
vesz mar egészen a csirazas kezdetétol, amint viz éri a nyugalomban 1évé magot. Salomé és
munkatarsai % kimutattak, hogy beéaztatott magokat sotétben nevelve, mar az aztatas utani
masodik naptdl megfigyelhetd egy cirkadidn mintdzat az 6ragének kifejezédésében. Szamos

novény csirdzasanak eldsegitésében fontos a cirkadian ora, hiszen a nappalhossziusag mérésével

segit azt megfelel évszakra id6ziteni. A csirdzas mellett szabalyozza a hipokotil (szik alatti
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szar) megnyulasat is, de a ndvény tovabbi élete soran egyéb folyamatokban is részt vesz. A
hipokotil megnyulasa nem egyforma a nap folyaman. ® Altaldban a kora esti 6rakban (legyen
tényleges vagy névleges este fényviszonyoktdl fiiggben) a leggyorsabb és a késé esti, &jszakai
orékban a leglassabb. Szabalyozza az ora a levelek allasat is. Ezt 1729-ben egy francia tudés,
Jean-Jacques d'Ortous de Mairan *° is megfigyelte. A Mimosa pudica levelei allando sotét
korulmények kozott is napi ritmikus mozgast mutatnak. Ennek célja, hogy a nappal sorén szinte
vizszintes allasban kiteriild levelek a fény felé forduljanak - ezt nevezzik pozitiv
heliotropizmusnak - ezzel novelve a fotoszintézis hatékonysagat és optimalizaljak a
hoéhaztartasukat. Ennek megfelelden a cirkadidn ora segiti a ndvényt az arnyékkertilésben is,
hiszen a fényforrasért folyo kiizdelem az egyik legfontosabb a névények életében. Erzékelik a
voros és tavoli voros fényt, illetve ezek aranyat is, igy ezzel képesek felmérni azt is, hogy
szomszedjukban mennyi névény van, ami kitakarhatja eldliik a fényt, 6sztonodzve igy arra, hogy
sejtmegnyuléassal, novekedéssel tobb fényhez jusson majd. 449 Egyes novényekben nem csak
ez a gyors vélasz jelenik meg, hanem egy lassabb is, ennek kdszonhetben vannak olyan
novények, melyek kora tavasszal viragoznak, mellyel reprodukcios elényre tesznek szert a
tobbi novénnyel szemben. Az 6rdhoz eljut a bemeneti elemek fel6l érkezé informéacio a
voros/tavoli voros fény aranyarol, ami a kozvetlen napfényben mértekhez képest kisebb lesz.
Az Ora ezt a jelet kapuzni fogja, igy az arnyékkerilés a kora esti 6rakban lesz majd a
legintenzivebb. A cirkadidn 6ra még szamos életfolyamat szabalyzasaban részt vesz, akér
sejtszinten is, mint példaul a gazcserenyilasok nyitottsagi allapota, de ezen Kivil még
szabalyozza a szénmegkotés féazisait, a virdgzast, vagy egyéb stresszvalaszok iddbeli
szervezését, mint a jazmonsav felhalmozodasat a kartevok ellen vagy az antocianidok

termelését a karos sugarzasok elleni védelemben, mint azt korabban lattuk. 31516

A cirkadian ora sejtszintii miikodését ugy tudjuk nyomon kovetni a legkdnnyebben, hogy egy
Ora altal szabalyzott gén promoterével szabalyozzuk a szentjanosbogar (Photinus pyralis)
luciferaz (LUC) génjét °® ;mely a luciferaz riporter rendszer alapja (4. bra). Ennek segitségével
konnyen meghatarozhat6, hogy egy fehérje milyen idoben milyen szinten fejezddik ki. A
transzkripcié soran az adott génlinkkel egyutt luciferaz enzim is keletkezik, melynek
szubsztratja a luciferin, amit kiilséleg adunk a rendszerhez. A luciferdz enzim a természetben
is el6fordul szamos kiilonbdzé organizmusban, ezt nevezzik biolumineszcencianak. A
szentjanosbogar is igy képes vilagitani a potrohaval a s6tétben és a kutatok ennek az é161énynek

a segitségevel tudtak kifejleszteni ezt a rendszert.
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Ez a modszer tobb elénnyel is rendelkezik. % Egyik elény, hogy valds idében tudjuk mérni a
génexpressziot 31%7 mert azt hamarosan koveti egy fénykibocsatas a luciferin enzim
jelenlétében és ezt a luciferaz reakciot kisér6 fénykibocsatast tudjuk detektalni luminométerrel.
Amellett, hogy valds idében mérhetjiik, az is fontos elénye, hogy viszonylag in vivo, él6
novényben tudjuk detektalni. A transzkripcids szint meghatarozasa eddig hosszadalmas munka
volt, hiszen a hozza szilkséges RNS-t és fehérjéket fel kellett tarni, majd gPCR-t vagy western
blot analizist késziteni beléle. Rdadasul a feltarasbol szarmaz6 eredményeknél megmarad az
esély, hogy egy masik novény egyedben mar jelent6sen kiilonb6z6 expresszios szinteket
kapunk. A mérések a luciferdz riporter rendszer esetében raadasul megismételhetdk, hiszen a

névények életben maradnak.

Emellett a luciferaz riporter rendszer segitségével tobb napon keresztiil egyszertien mérheto a

novény cirkadian ritmusa, a gének kifejezédése.

9:00 12:00 15:00 18:00 21:00 24:00 3:00

2. nap 3. nap

0
9:00 21:00 9:00 21:00 9:00 21:00 9:00 21:00 9:00

relativ luciferaz aktivitas

4. dbra NoOvények 4 napon keresztil mért lumineszcencidja. A novények luciferaz
riportergént hordoznak, lumineszcencidjuk CCD kamerédval lett mérve, melyet
Metamorph program segitségével szineztek meg.

A luciferaz riporter rendszer hasznalataval ezenfelll a radioaktiv reagensek hasznalatat is ki

tudjak zarni, vagy legalabb csokkenteni, hiszen sokdig ezt a modszert alkalmaztak a valos idejii
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megfigyelésekhez. A modszer szamos teriileten is alkalmazhato, mint példaul génexpresszids
analizisnél, promoter szerkezet analizisnél, SNP analizisnél, antiviralis kutatdsban és

terapiaban, gyogyszer kutatasban vagy citotoxicitas méréshen, 38

A cirkadian 6ra molekularis modellje névényekben

Ahogy arrdl roéviden korabban is szét ejtettem, a ndvényi cirkadian 6érak egyéb mas
organizmusok cirkadian oraihoz hasonléan transzkripcids/transzlacios szabalyozd hurkokbdl
rendezédik &ssze. 3 Az egyik oOraalkotd elem, amit elséként fedeztek fel, a CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) és a vele homol6g LATE ELONGATED HYPOCOTYL
(LHY). Mindkett6 MY B-motivumot tartalmazd DNS-kot6 fehérjét kodol, a reggeli orakban az
els6 aktiv elemek, transzkripcidjuk ilyenkor éri el a cstcsot. ®° Transzkripcidjukat egy PSEUDO
RESPONSE-REGULATOR (PRR) nevii géncsalad ¢€s termékei represszaljak késébb a nap
folyaman, legink&bb az esti 6rdkban. Ebbe a csaladba tartozik a PRR9, PRR7, PRR5, PRR3 és
a PRR1, ennek masik neve TIMING OF CAB EXPRESSION (TOC1). ° Korabban dgy
gondoltdk, hogy a TOC1 aktivald hatassal van CCAL/LHY génekre, de Andrew Millar és
munkatarsai kimutattdk, hogy inkabb represszor funkcidval rendelkezik. A PSEUDO
RESPONSE REGULATOR géncsalad tagjai egymas utan cirkadian ritmus szerint fejez6dnek
ki. Kifejezddésiik maximumat egymas utan 2-3 0ras késésekkel érik el a nap folyaman, a sort
pedig els6ként PRR9 kezdi a nap reggelén és utolsoként TOC1 éri el a maximalis kifejez6dést
az este folyaméan. Tehat CCAL és LHY mRNS szintjének maximumai a nap kezdetén, a reggeli
orakban figyelhetd meg, ezzel szemben a TOC1 mRNS szintje este éri el a legmagasabb szintet.
! Mindez annak kdszonhetd, hogy CCA1/LHY gatlé hatassal van a PRR géncsalad termékeire,
igy a TOC1-re is. A nap folyaman viszont a CCAL és LHY foszforilalodnak, majd ennek
koszonhetden lebontjak oOket mas fehérjék. Ennek kovetkeztében a fehérje szintjik
folyamatosan csokken, ami eldsegiti a TOCI transzkripcidjat, hiszen annak gatlasa
folyamatosan kisebb lesz. gy tud az este soran a TOC1 fehérje szintje megemelkedni és elérni
a maximumot, azonban az este végére a szintje mar lecsdokken. Mivel a TOC1 és a PRR csalad
tobbi tagja is gatolja CCA1/LHY transzkripcidjat, igy az este végére lecsokkend TOCI1 szint
mar nincs gatlo hatassal a CCAL/LHY génekre, a transzkripcios szintjiik emelkedhet és ez a

hurok bezarul. "7

Ezeken felil CCA1/LHY kettése a TOC1-gyel egyetemben gatolja masik gének, a LUX
ARRHYTMO (LUX), EARLY FLOWERING 3 (ELF3) és EARLY FLOWERING 4 (ELF4)

transzkripcidjat. Ennek a harom génnek a terméke kozdsen alkotja az ugynevezett esti
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komplexet (EC), "® ami késd este és kora reggel gatolja a PRR gének transzkripciojat, ezzel Gijra
aktivalva a CCA1/LHY dudt és igy 0j ciklus tud kezd6dni. Mindemellett még van egy pozitiv
karnak nevezett része az 6ranak, ami egy Ujabb szabalyzé hurok jelenlétét jelenti. " Az ebben
résztvevd gének is MYB-szerli transzkripcids faktorok, név szerint: NIGHT LIGHT-
INDUCIBLE AND CLOCK-REGULATED 1 és 2 (LNK1, LNK2), illetve a REVEILLE8
(RVES). Ez a harom gén kozvetlen aktivélja a PRR5 és TOC 1 transzkripcidjat, valamint az EC
génjeit is. A TOC1 és mas PRR-ek viszont gatoljak az RVES kifejez6dését, ezaltal egy Ujabb
visszacsatolasi hurokkal boviil a névényekben 1évo 6ragénhalozat. Bar az elsddleges oszcillacio
transzkripcids szinten jon létre, az oOra tényleges periddushosszat erésen befolyasolja az

orafehérjék metabolizmusa. ">

Az ubikvitin és szerepe a névényi oraban

Az emlitett rendszeren tul a cirkadian haldzat szabalyozéasaban a poszttranszlacios szabalyozas
tobb tipusa is kritikus szerepet jatszik. Ahhoz, hogy egy fehérje ne halmozddjon fel a
termel6dése utan, a féléletidejének révidnek kell lennie, kiilldnben nem alakulna ki ritmikussaga
és nem lehetne cirkadian szabalyzas alatt. "> A poszttranszlacids modositasok tobbek kdzott
ezt is szabalyozzék a fehérjestabilizacié és degradacio révén. Degradacids szempontbdl az

egyik fontos Utvonal az ubikvitindcio. Az ubikvitin egy kisméretti (8,6 kDa; 76 aminosav)

5 abra. Az ubikvitinacio es a deubikvitinacio korforgasa. E1 az aktivalé enzim, mely E2
ubikvitin konjugalo enzimhez széllitja az ubikvitin molekulakat. E3 az ubikvitin ligaz, ami
az E2 enzimrdl a szubsztrat fehérjére helyezi at az ubikvitint. Az ubikvitinalt szubsztratokrol
késobb megfeleld jelek hatasara a deubikvitindzok fogjak eltavolitani az ubikvitint vagy
ennek elmaradasanal a szubsztrat lebontasra kerul. A deubikvitinazok (DUB) hatdsara az
ubikvitin molekulak és a szubsztrat fehérje is felszabadul, a folyamat akéar kezdddhet el6lrdl
megfeleld szigndlok hatasara.
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szabalyozO fehérje, amely az eukaridta szervezetek legtobb szovetében megtalalhato. Az
ubikvitint Gideon Goldstein fedezte fel 1975-ben, majd az 1970-es évek végen és az 1980-as
években més csoportokkal egyitt tovabb jellemezte. Ubikvitin molekula hozzdadasat egy
szubsztratfehérjéhez ubikvitinacionak nevezziik. ® Az ubikvitinacié a 26S proteaszomaban,
illetve a lizoszomaban torténd lebontasra jelolheti ki a fehérjéket. Természetesen a degradacion
kivil szabalyozza egyes fehérjék aktivitasat, sejten beluli lokaliz&cidjat vagy fehérjék
egymassal vald kolcsonhatasat, mindezt attol fiiggéen, hogy milyen sztdchiometridban és
konfiguracidban és melyik aminosavhoz k6tédik az ubikvitin (poliubikvitin lancok kialakitasa).
980,719 A7 ybikvitinacio harom f6 1épése az aktivacio, konjugacio és ligacio, melyeket kiilon
enzimek végeznek el. 8283 Az E1 enzim az aktival6 enzim mely az ubikvitin C-terminalis részét
aktivalja ATP-fiiggé uton. Az ubikvitin ezutan az E2 ubikvitin-konjugalé enzimre keril 4t majd
vegul az E3 ubikvitin ligaz katalizalja a szubsztrat fehérje egy lizin aminosavjaval vagy N-

termminalis a-aminocsoportjaval valé kapcsolatot egy amidkotést létrehozva. (5. abra) 848

Egy-egy fehérje sorsat maga a hozzékapcsolt ubikvitinlanc hosszlsaga is képes befolyasolni.
A négy vagy tobb ubikvitinb6l allo lancok, amelyeknél az egyik ubikvitin C-termindlisa a
szubsztrat fehérje kotédését a 26S proteaszomahoz, ami a szubsztrat kis peptidekre torténd
lebontasaval, emellett pedig az ubikvitinek Gjrahasznositasaval jar. 888 Ezzel szemben a
monoubikvitinacio vagy a rovid, 63-as lizinhez (Lys63) kapcsoldédd ubikvitinlancok fehérjéhez
valo kapcsoléasa eredményezheti peldaul az endocitozist és a vakudlumba (lizoszomaba) térténd
széllitast 88890 Mivel az ubikvitinacio hatasara a fehérjék degradalodhatnak és szintjiik nagy
mértékben csokkenhet, ezért az ubikvitinacid ellenstlyozésara is sziikség van, ezt feladatot
pedig a deubikvitinazok latjak el. A deubikvitindl6 enzimek vagy mas néven ubikvitin
protedzok a fehérjékhez tartozo proteazok nagy csoportjat alkotjak. 8% Képesek a fehérjékrol
eltavolitani az ubikvitin molekuldkat, a poliubikvitin lancokat pedig roviditeni, ennek
koszonhetden az ubikvitinacid hatasa, vagyis a fehérjek degradacidja ellen dolgoznak. Emellett
a deubikvitinazok feleldsek azért is, hogy fenntartsanak egy allando6 szintli szabad ubikvitin
mennyiséget, ami barmikor felhasznalhaté a proteolizishez. Ezenen felul a 26S proteoszomarél
is eltavolitja és tavol tartja a szabad ubikvitineket, hogy a kotOhely szabad maradjon a
degradalandd fehérjék kikotéséhez. %2 A deubikvitindzok két nagy osztalyra bonthatdak, a
cisztein proteazokra és a metalloprotedzokra. A cisztein protedzok katalitikus diaddal (cisztein
¢és hisztidin) vagy triaddal (cisztein, hisztidin és aszparagin vagy aszparaginsav) rendelkezd

protedzok, melyek az ubikvitin molekula és a szubsztrat fehérje kdzti amidkétés hidrolizisét
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katalizaljak. A metalloproteazok olyan proteazok, melyek a katalitikus mechanizmus ellatasa
érdekében valamilyen fémmel rendelkeznek. A deubikvitinazok esetében ez a fém a cink, amit
hisztidin, aszparagin és szerin aminosavakkal keril az izopeptid kotések kodzelébe ahol
vizmolekula aktivalasaval azokat bontja. °® A cisztein proteazokhoz hat alcsalad tartozik: UBP
(ubiquitin-specific protease) alcsalad; OTU (ovarian tumor) alcsalad; MJD (Machado-Josephin
domain) alcsalad; UCH (ubiquitin C-terminal hydrolase) alcsalad; valamint a MINDY és
ZUFSP csaladok. A metalloprotedzok koézé pedig egy alcsalad tartozik, a JAMM/MPN+
(Jabl/Mov34/Mprl Padl N-terminal+) protedzok alcsaladja. ** Ezek a kiilonbozo
deubikvitindzok szdmos kiilonbozd targettel rendelkeznek és egy proteaznak tobb kiillonbozo
target fehérjéje lehet, ahogyan egy fehérjérdl akar tobb proteaz is eltavolithat ubikvitin
molekuldkat, de eléfordulnak kifejezetten specifikus kapcsolatok is. Az ubikvitinacio-
deubikvitinacio folyamatos korforgasa és a fenntartott egyensuly nagy szerepet tolt be nem csak
az altalanos élettani funkciok és a protein homeosztazis fenntartasaban, hanem a cirkadian ora

mikodésében is. 1011

Lathattuk tehat, hogy mennyire bonyolult folyamat az 6ra szabalyozasa, igy van ez a névényi
Ora esetén is. A koradbban leirt CCAL/LHY, PRR-ek és egyéb emlitett fehérjék egymasra
cirkadian ora és a feny/hémérséklet beallito jelek jelatviteli utja is befolyasolja, valamint
szdmos oOrafehérje mennyisége poszttranszlacios szabalyozéas alatt all. Az elsé ndvényi
oramutansok kutatasa soran fedezték fel azt a gént, ami a ZEITLUPE (ZTL) fehérjét kodolja.
% A ZTL az F-box protein csalad tagjai kizé tartozik. Feladata, hogy TOC1 és PRR5 fehérjék
ubikvitinalodasat elGsegitse, a Cull alapt SCF ubikvitin ligdz komplex F-box komponenseként
valé mikodésével. A ZTL F-box proteinhez kapcsolodik Skip és Cullin-1 feherjék és igy
keletkezik Skip-Cullin-F-box E3 ligdz komplex. Ligaz funkcitja segitségével egyébként a
termostabilitasban is kézremlikodik. A ZTL ezen kivul még rendelkezik egy LOV domén
résszel, ami egy flavin mononukleotid-kétéhelyként szolgal, a kék fény érzékelés
folyamataban. "% A ZTL fehérje kolcsonhat tobbek kozott TOC1 és PRR5 fehérjékkel és
kijeloli 6ket a degradaciora. A degradacioért kilon, specifikus proteoszomak felel6sekés egyeb
fehérje kolcsonhatasok, illetve a fény, mint jel szabalyozza a folyamatot. Maga a ZTL
stabilitasa szintén ubikvitinaciotol fiiggéen valtozik. A HSP90 az egyik legaltalanosabb
chaperon az eukariotakban, ami kbzponti szerepet jatszik a sejt folyamatainak szabalyozasaban,
a proteosztazisban (magaba foglalja a szintézist, foldingot, érést, stb.) - egyéb chaperonok
mellett. A ZTL ennek a HSP90-nek az egyik szubsztratja, de csak a GIGANTEA (GI) fehérjével
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egyuttmikodve. Ugyanis bar a ZTL transzkripcidja folyamatos, a ZTL fehérje szintje
dnmagéaban nagy amplitidovaltozasokkal oszcillal. A Gl szlikséges a ZTL stabilizéldséhoz, igy
az éjszaka soran fel tud halmozddni, aminek kovetkeztében szintje periodikus valtozast képes
mutatni. A ZTL és a Gl fehérjék a ZTL flavin-k6té LIGHT, OXYGEN OR VOLTAGE (LOV)
domeénjen keresztil hatnak kolcson, ezt a kotést pedig erésen és specifikusan fokozza a kék
fény. Nem csak Gl stabilizalja ZTL-t, hanem forditva is. Ahogy sotétedik, a sotét hataséara a két
fehérje ledisszocial egymasrdl és szintjuk csokkenni kezd. Kimutattdk, hogy LOV doménen
bellli mutaciok nagy meértékben csokkentik a ZTL-GI kdlcsonhatasokat, ami er6sen lecsokkent
ZTL-szintekhez vezet. Mindezek mellett azt is kimutattak, hogy nem elég a Gl-val és a HSP90-
el val6 kolcsonhatas, a ZTL stabilizalasaban részt vesz valdsziniileg még egy elem. Ez a
hianyz6 lancszem pedig az UBIQUITIN-SPECIFIC PROTEASE 12 ES 13 (UBP12/13). %697
Az UBP12 és 13 poliubikvitin lancokat tudnak lehasitani nem specifikus targetekrol.
Novényekben ez az egyik legnagyobb csoportja (USPs) a deubikvitindzoknak. Az emlitettek
kodzil a Gl az, ami az UBP12/13-mal kdlcsdnhat és oda tudja toborozni ezeket az enzimeket a
ZTL fehérjéhez. Mindez azeért szlikséges, mert mint poszttranszlacidés maédositas, az ubikvitin
molekulak is kijelolhetik a fehérjét degradaciora és az ubikvitin proteazok ezeket az ubikvitin
molekulakat eltavolitjdk a target fehérjékrél. Ennek koszonheté pedaul, hogy a ZTL

stabilizalodik és részt tud venni a cirkadian 6ra mukodésében.

Annak megfelel6en tehat, hogy az UBP12/13 stabilizalni képes ZTL-t, egy olyan mutansban,
ahol nincs ubikvitin protedz, ott ZTL szintje csékkenni fog, ami végul rovid periddus fenotipus
kialakulasahoz vezet, ahogy ezt ki is mutattadk ubp12 névényekben. ¥ Lee és munkatarsai
kutatasuk soran azt is kimutattak, hogy az ubp12 és ubp13 nullmutans névényekben bar ZTL
szintje csokken, a TOC1 szintje viszont novekszik, ami megfelelé oka lehet az ezekben a
novényekben lathatd rovid periodushossznak. Mindemellett megfigyelték mar gi nullmutans
ndveényekben, hogy a TOC1 szint itt is erdteljesen lecsokken, valamint ezen kivil a ZTL fehérje
szintje is csokkent. > Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a TOC1 fehérjeszint valtozasa nem
kozvetlen kovetkezményei a ZTL szint valtozasanak. Ugyanakkor azt is bemutatja, hogy az
oszcillatoron beluli szabalyoz6 hal6zat komplexitasa miatt a cirkadian fenotipusok nem

jésolhatok meg pontosan egyetlen draelem szintjének valtozasaibol.

Az emlitett két ubikvitin specifikus protedz - UBP12 és UBP13 - tobbek kozott azért is
specialisak, mert cirkadian ¢ra altal szabalyozottak, valamint tébb cirkadian Orafehérjét
szabalyoznak valamilyen médon (pl. LHY, CCAL, ZTL, Gl és TOC1). Tovabba regulalnak

még egyéb orahoz nem feltétlen kotddo, illetve annak finom beallitasat segitd downstream
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folyamatokat, mint a viragzas, hormon szabalyzas (jazmonsav, szalicilsav, brasszinoszteroidok,

abszcizinsav) vagy a fény kontrollalt jelatviteli Gtvonalak. .

A novenyi ubpl2/13 és egyéb homoldgok

Az Arabidopsis 27 UBP-génnel rendelkezik. Az 6sszes UBP gén olyan fehérjéket kodol,

amelyek UBP domént tartalmaznak, két rovid, de jol konzervalt motivummal, az ugynevezett

UBP12 1 54 179 189 524 1116
use_ ][] |
UBP12 120 208 215 439 455 456
WELKNQGATCYMNSLLQ YTLHSVLVHSGGVHGGHY
207
Cys box His box

6. abra Az UBP12 fehérje felépitése. Az N-terminalis részen rendelkezik egy MATH (Meprin And
TRAF Homology) doménnel és az USP (Ubiquitin-Specific Protease) doménnel. Az USP domén
rendelkezik egy konzervalt cisztein proteaz enzimatikus maggal, benne a Cys és His-boxokkal. A
konzervalt cisztein és hisztidin aminosavak mutéciojaval a protedz aktivitas séril. (abra forrasa:
Lee et al 2019)

cisztein (Cys) és hisztidin (His) boxokkal. % Ezek rendelkeznek egy katalitikus aminosav
triadnak nevezett résszel, (Cys a Cys boxban, His és Asp/Asn a His boxban) amik kritikusak a
deubikvitinaciohoz. Az UBP domének hossza 300 és 900 aminosav kozott valtozik; azonban
néhany konzervalt motivumot leszamitva 0sszességében alacsony szekvencia konzervaltsagot
mutatnak, ennek ellenére konzervalt haromdimenzids szerkezetiik van. Ugy vélik, hogy az
UBP-domének szekvenciabeli sokfélesége a szubsztratfelismerés és a funkcio
specifikussaganak sokféleségére utalhat. 6282 A 27 gént 14 alcsaladba rendezték 6ssze, egyikbe
tartozik ezek kozil az UBP12 és az UBP13. A két ubikvitin proteaz azért tartozik egy
alcsaladba, mert kozos tulajdonsaguk, hogy rendelkeznek egy MATH (Meprin And TRAF
Homology) fehérje interakciés doménnel, mely a receptorokhoz és egyéb fehérjékhez val6
kotoédést szolgalja (5. abra). Emellett rendelkeznek egy USP (UBIQUITIN SPECIFIC
PROTEASE) doménnel, egy konzervalt cisztein protedz enzimatikus maggal, itt talalhato a
Cys-box és a His-box is (kimutattdk, hogy a cisztein vagy hisztidin aminosavak mutécioja

megzavarja a proteaz deubikvitinalé képességét).
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Eayvéb organizmusok cirkadian 6ra modelljei

A nOvényi Ora egymasra épiilé visszacsatolasi korei jelentds hasonl0sdgot mutatnak a
Neurospora, a Drosophila és az emlésok cirkadian mitkodésében szerepet jatszo transzkripcios
és poszttranszlaciés mechanizmusokkal. °> Noha az oOra alkotd részei nem konzervaltak a
novények, az allatok és a gombak kozott, az ranak ezekben a kiillonb6z6 szervezetekben megis
hasonlo felépitésii haldzatai vannak. 1011 Matematikai modellek alapjan azt feltételezik, hogy
ezek az 0sszekapcsolt visszacsatolasi hurkok novelik a hal6zat robusztussagat a perturbacioval

szemben, ami talan megmagyarazza ezeket a hasonldsagokat. 102103

Emlés cirkadian ora

Mint emlitettem, a ndvényi és az emlds cirkadian o6rdk alkotdelemei merdben kiilonboznek
egymaéstol, viszont az alap molekuléris funkciokat ugyandgy toltik be és nagyon hasonl6
szervez6dések figyelhetok meg kozottik. Emlésok esetében joval kevesebb fényérzékeld
molekula van, mint névényekben és ezek a fényérzékeld molekulak is egy helyre, a retinéra
koncentralodnak, nem a teljes , testfeliiletet” fedik le, mint a ndvényeknél a fotoreceptorok. %4
Az eml6s orat alkotd komponensek az alapjan lettek izolalva, hogy a muslica éragénekkel
milyen homoldgiat mutatnak. 1% Ezért szamos azonos nevii komponens szerepel a kétféle
oraban, valamint szekvencia szinten is nagyon hasonloak, azonban miikddésiikben sokszor
fontos eltérések vannak. Ahogy lathattuk mar, az ora legalapvetébb felépitése egy pozitiv és
egy negativ korbol all. Az emlés cirkadian ordban a pozitiv szerepeket a CIRCADIAN
LOCOMOTOR OUTPUT CYCLE KAPUT (CLOCK) ES A BRAIN AND MUSCLE ARNT-
LIKE PROTEIN 1 (BMAL1) transzkripciés faktorok toltik be. A két elem egymassal
Osszekapcsolddva képes bejutni a sejtmagba, majd ott egyéb gének transzkripciojat indukaljak,
mint példaul a per (period) vagy a cry (cryptochrome) génekét. %1% Emigsoknél harom
egymashoz hasonlé PER (PERL, 2, 3) gén talalhatd, illetve 2 CRY gén (CRY1, 2). A CLOCK
¢s BMALI fehérjék heterodimert alkotva képesek csak kotddni a sejtmagban talalhaté PER és
CRY gének promoteréhez, ahol mar a nappal elején kepesek transzkripciot indukalni. A mRNS
szintje ezt kovetéen par oraval éri el a maximumot, aminek kdvetkeztében a PER fehérjék
mennyisége az éjszaka masodik felében lesz a legmagasabb. Ennek a késleltetésnek az okozoja
lehet még a PER fehérjék foszforilacioja is. A foszforilacioért a CASEIN KINASE 1 ¢ (CKlg)
nevii kinaz a felelds, ami igy a PER fehérjék destabilizalasat okozza. %7 Emellett természetesen

van még masik szabalyozé hurok is, mely segit a finomhangolasban. Ez a kér a BMAL1, tehat
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a pozitiv transzkripcids faktort kodol6 gén ritmikus kifejez6dését iranyitja. Ennek a huroknak
az alkotdi pedig a REV-ERBa és a RORa gének, illetve réluk irodé fehérjék, a REV-ERBa
(reverse erythroblastosis virus proteins) és ROR (RAR-related orphan receptor) fehérjék. 1% A
génekrol atirodo fehérjék sejtmagi receptorfehérjék és transzkripcids faktor funkcioval
rendelkeznek, igy tudjak szabalyozni a BMAL1 gén miikodését. Mig a REV-ERB fehérjék gatld
hatést fejtenek ki a BMAL1 expressziojara (foleg nappal és az éjszaka kozepén), addig ROR
fehérjék serkentik az éjszaka masodik felében. Ezek a fehérjek méas géneket is célba vesznek az
oran kivdl, igy ezek a nem Oragének is cirkadian ritmust mutatnak. Ezeket nevezziik oéra-
kontrollalt géneknek. 19110 A legtobb sejttipus az emberi testben expresszal dragéneket, tehat
megvan a kapacitasuk arra, hogy autondm cirkadian ritmicitast mutassanak. A testi sejtekben a
gének 5-10 %-a fejezddik ki ritmikusan, valamint az emberi gének mintegy 50%-a legalabb egy
szovetben 24 6ras (cirkadidn) ritmusban fejezédik ki. ! Azonban a szervek kozott az adott
ritmikus gének tekintetében nincs atfedés vagyis jo eséllyel az a feladata a periférias oraknak,

hogy a szervenkénti élettani funkciokat iddzitse. 112

A cirkadian 6ra human vonatkozasai

Emlds 1évén az emberben is az el6bb leirtaknak megfeleléen milkodik a cirkadidn o6ra. A
legaltalanosabb, amit mi magunkon is tapasztalunk az alvas/ébrenlét ! ciklusok szabalyzasa.
Gondolhatjuk, hogy az igényiink az alvasra attol fligg, hogy mikor volt az utolsé nyugalmi fazis
(és az meddig tartott), de human kisérletek soran bebizonyitottak, hogy a cirkadian éra nagyban
hozzajarul a folyamat kialakitasahoz. ***'** A human kisérletek soran az alanyokat allando
gyenge fény, allandé homérséklet és korlatlan mennyiségii taplalék mellett tartottak. A
megfigyelések szerint a napi ritmus megmaradt, de az nem pontosan 24 6ra volt, hanem 24,2,
mindez 30 napon keresztiil folyamatosan. A kisérlet végére igy a valos id6 és a kisérleti
korulmények kozotti szabadon futd dra fazisa eltért. Ezt a faziseltolodast erds fénykezeléssel
vissza lehet allitani, ha azt megfelelé idépontban alkalmazzak. Az alkalmazas idépontjatol
fliggben, ha azt a szubjektiv éjszaka elején alkalmazzak, akkor negativ faziscsuszas, ha az
éjszaka végén, akkor pedig pozitiv faziscsiszast fognak vele elérni. 315 Faziscsiszas
gyakorlati el6fordulasahoz nem kell sokaig kutatnunk, a hétkdznapi élet soran is talalkozhatunk
kornyezeti zavarokkal, mely az orara hatassal lehet. Ilyen példaul a 24 6ras miiszakok vagy a
repiilés utani ,jet lag”. A cirkadidn oOranak ilyenkor szukseges alkalmazkodnia az Uj
kornyezethez, hiszen szamos egyéb élettani folyamatot szabalyoz, éppen ezért is nehéz és
farasztd sokszor az atallas. %" Ahhoz hogy ezen tudjunk segiteni érdemes példaul kék

fénnyel valé megvilagitast alkalmazni a reggeli 6rakban, hiszen ennek a hullamhossza 400-450
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nm, ami megfelel a szemben taladlhat6 melanopszin fotoreceptor abszorpcios tartomanyanak,
igy jel érkezhet az SCN-be (szuprachiazmatikus nukleusz; az emlésok fotoreceptorként
funkciondlé sejtcsoportja), hogy nappal van. Ugyanakkor segithetjik az elalvast is melatonin
hormon szedésével, ami természetes koriilmények kozott a késé délutani orakban kezd el
termel6dni a tobozmirigy sejtjeiben és a nyugalmi fazis kialakulasat segiti el6. A melatonin
receptorokhoz kapcsolddva fejti majd ki hatasat a kdzponti idegrendszerben és a periférias

sejtekben, 118119

A cirkadian orara nem csak a kérnyezet valtozasai hathatnak ki, hanem egy belsé zavar is, ami
példaul mutacidk kovetkeztében tud kialakulni, ahogy a névények esetén mar emlitettem
kordbban — rovid- és hosszu periédust mutansok. Emberek esetében idetartoznak azok, akik
alvaszavarokkal kiizdenek és a tarsadalomban kialakult munkarend a sajat érajukhoz képest
mashogy miikodik, igy az érintett egyének szdmara nehézseget okoz a napi munkarendhez vald
alkalmazkodas, ugyanis csokkent teherbirassal és koncentraloképességgel jar. 3320 Az
alvaszavar késoi elalvasban és ennek megfeleléen késéi ébredésben nyilvanul meg (,.¢jjeli
bagoly”) vagy ennek éppen forditott valtozata (korai lefekvés, ébredés) (,,reggeli pacsirta™) és
a megfeleld munkavégzd képesség elérésének érdekében az érintett alanyokndl sziikséges
kozbe avatkozni és segiteni az alvasi ciklus beallitasaban példaul melatonin szedéssel, 119121122
Vannak esetek, mikor ez a cirkadian ,,betegség” (familiar advanced sleep phase) 6roklédik is,
ennek a kialakulaséért a PER2 gén mutacidja a felelds. A mutacio kovetkeztében a PER2
fehérje egy aminosavja gy valtozik meg, hogy a CKle-medialt foszforilacio nem tud
végbemenni rajta. A foszforlidcid hidnyaban a degradacio foka csokken, a PER2 fehérje

gyorsabban fog felhalmozddni, ami az oszcillator korai fazisat fogja eléidézni. 123

A jet lag-en kivil egy maésik, mindenkit érint6 cirkadian probléma az 6rék atallitasa a nyari és
téli id6szadmitasra. Az esemény koriilbeliil 2 millidrd embert érint vildgszerte és kimutattak,
hogy nem kis hatdssal van az emberi szervezetre a hirtelen egy ora elcstszas, féleg ha az eldre
allitasrol (nyari idészamitas) van sz6. ** Kimutatték, hogy nyéri idészamitasra val6 allasnal az
egy oraval kevesebb alvas, jobban kifejezve a hirtelen atallas az amerikai emberek koreben
24%-al emelte a kdvetkezd napon a szivrohamok szdmat. Ezzel szemben a téli idészamitasra
vald allasnal 21%-os csokkenést tudtak kimutatni. A kockazat novekedése kikiiszobolhetd ha
felkészitették a szervezetiiket eldre a korabbi lefekvéssel vagy egy héttel eldtte fokozatos 10-

15 perces idSeltolasokkal. 125126

Az orvostudomanyban is megfigyelték mar, hogy a kiilonboz6 gydgyszerek vagy rak elleni

készitmények meghatarozott idében valé alkalmazasa ndveli a hatdsfokdt a gyogyitasnak. 127
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129 Az élettani folyamatok nagy része cirkadian hatés alatt all és eszerint mutat kisebb vagy
nagyobb érzékenységet gydgyszeres moduldciéra a kiilonb6z6 napszakokban. A
gyogyszerfejlesztés sikertelenségi rataja koriilbeliil 96% 0Osszesen, €s ebbdl 90% az, ami a
klinikai fejlesztések soran bukik meg. Az utobbi évtizedekben ezeken az aranyokon nem is
sikerdlt javitani. A gyogyszerek 40-50 %-a az, ami a klinikai hatékonysag hianyaban bukik el
és 30 %-a pedig a kiilonbozé mellékhatasok és toxicitds miatt. 39131 A kronoterapia
segitségevel azonban az utébbi par évben sikerll javitani ezeken az ardnyokon és a cirkadian
Ora egyre jobb megismerésével novelik a gyogyszerek hatékonysagat és csokkentik a
kockazatokat. Igy mar tobb teriileten is sikertilt attoréseket elérni, mint az allergia, asztma,

hiperlipidémia, magas vérnyomas, rak vagy neurodegenerativ betegségek gyogyitasaban, 127128

Az emlés cirkadian ora és az ubikvitin

Ahogyan a ndvényi 6ra esetében, ugy az emlds éraban is vannak olyan molekuldk, melyek
poszttranszkripcidés vagy poszttranszlacios modositas ala esnek igy elérve mas funkciot,
aktivitasi szintet vagy éppen degradacids utvonalat. Ahogy a tobbi eukariotéban is, az eml6s

°_% 9.
b

Nukleusz .
ROR

Citoszol
ROR

‘Ublkvn‘.m proteaz W Ubikvitin
Created in BioRender.com bio

7. dbra Emlds cirkadian 6ra f6 alkotoelemeinek és az 6ket modositd ubikvitin
specifikus protedzok sematikus abraja.
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6raban is komoly szerepet tolt be tobbek kozott az ubikvitinacio. 132134 Az eml6s cirkadian éra
tobb komponense is Kitett ubikvitin altali degradacionak, mint példaul a CRY1/2, PER1/2,
REV-ERB vagy a BMALL1 fehérjék. Ezeket a fehérjéket kiilonbdzé ubikvitin proteazok fogjak
lebontani az E3 ubikvitin ligazok altal létrehozott ubikvitinacios jel hatasara. A degradacio
elleni lépésekért a deubikvitinazok felelnek, amik a ligazok altal ubikvitinnel megjel6lt
fehérjékrdl lehasogatjak majd az ubikvitin molekulakat. %13 Egyik ilyen deubikvitindz az
UBIQUITIN-SPECIFIC PEPTIDASE 7 (USP7), ami a citoszolban jelenlévd CRY1/2
fehérjékrol tavolitja el az ubikvitint. *® A tébbi deubikvitinaz (USP2, USP14, USP9X) is ilyen
szerepet tolt be, csak az 6ra mas tagjait deubikvitinalja. Az USP7 azért is kiilonleges szamunkra,
mert a névényi UBP12/13-al homoldgiat mutat. A névenyi ubikvitin protedzok az UBP12-t61
nagyon kiilonboz6 szekvencidval rendelkeznek, az UBP13 kivételével (91% azonossag). 8
Emellett az Arabidopsis UBP fehérjék kozil az UBP12/13-ban jelen van egy MATH domeén
nevii rész, a tobbi ndvényi ubikvitin proteazbol ez hianyzik. Am a HUUSP7 szintén rendelkezik
ezzel a doménnel. Ezen kivil USP7-ben is megtalélhatd az a konzervalt szerin aminosav, ami
a novényi UBP12-ben a 327-es pozicioban helyezkedik el. A HSUSP7 kristalyszerkezete arra
enged kovetkeztetni, hogy ez a szerin aminosav (S341) szerepet jatszik az ubikvitin molekulak

szubsztrathoz vald hidrogén-kotésekkel torténé rogzitésében, 137138

Az UBP12 egyéb szerepei ndvényben

A metil-jazmonsav

A deubikvitindzok, mas néven ubikvitin protedzok vagy ubikvitin hidrolazok a proteazok egyik
nagy csoportjat alkotjak, amik ubikvitint hasitanak le mas fehérjékrél. 9 Az ubikvitinek a
fehérjékhez kapcsoldédnak ubikvitin ligazok segitségével, igy azok kijelolik a fehérjéket
proteoszoma vagy lizoszdma altali degradaciora, vagy az ubikvitinacié altal meghatarozzak a
fehérje cellularis lokalizacigjat, inaktivalhatnak proteineket, de fehérje-fehérje kdlcsonhatas
kialakitasaban is szerepet jatszhat ez a kis molekula. Egy deubikvitinaz ezeket ellentételezi
azaltal, hogy eltavolitja az ubikvitin(eke)t a fehérjékrol. A ndvenyi ubikvitin proteazok (ahogy
barmely méas deubikvitindz) sokfele targettel rendelkeznek, amikrél lehasithatjak majd az

ubikvitin molekulakat. & .

A novények életfolyamatainak szabalyozasadban tobbek kozott részt vesznek (elég nagy
szerepet vallalva) a névényi hormonok. Tartoznak kozéjik egyszerti és Gsszetett vegyiiletek.
Novényeknel jellemz6 még, hogy a novények sajait maguk termelik Oket. Alacsony

koncentracidéban vannak jelen a ndvenyben, ennek ellenére a novények fejlédésében és
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novekedésében minden teriileten nagy szerepet toltenek be. %140 Részt vesznek az
embriogenezistél kezdve a novekedésen, sejtdifferenciacion keresztil egészen a
stresszvédekezésig, szaporodasig szamos terlleten. A hormon szé a goérég hormé=mozgat,
0sztonoz, serkent szobol ered és ennek megfeleléen olyan molekulakrol van szd, melyek
novekedésre, fejlodésre hatnak. Tobb ndvényi hormon is 1étezik, szerepiik lehet részben atfedo
vagy teljesen killonboz6. Ezek a hormonok k6zé tartoznak példaul az auxinok, az etilén, a
gibberellinek, vagy példaul még az abszcizinsav. A kiilonb6z6 novényi hormonok Szamos
életfolyamat szabalyozasaban részt vesznek (csirazas indukalas, viragzas, termésérés, stb.) és
alakitjak a novények kiilonboz6 stadiumaiban a fejlodést, novekedést. Egy novény életében
azonban ezen kivil még az is fontos, mint mas ¢él6lények esetében is, hogy az 6t éré karos
hatasok ellen tudjon vedekezni. Ezt a szerepet nagy részben a jazmonsav (JA) tolti be. A
jazmonsav egy zsirsav alapu névényi hormon, a jazmonatok kdzé soroljuk, bioszintézise a
linolénsavbdl indul ki, ami majd oxigenizalodik. 1414 Maga a JA tovabb metabolizalodhat
aktiv vagy inaktiv szarmazeékokkd. A metil JA (MelJA) egy illékony vegyulet, amely
potencialisan felelés a ndvények kozotti kommunikacidért. A jizmonsavnak és metabolitjainak
f6 funkcidja a novények abiotikus és biotikus stresszre adott valaszainak a szabalyozasa, de
emellett részt vesz a novények fejlédésének folyamataban is, mint példaul a viragfejlodés és
csirdzas serkentése, gatolja a gyokérnovekedést 44 és részt vesz a rovaremésztd novények
fejlédésében is. 5. A jazmonsav indukalt jelatvitelnél elsé 1épés a veszély érzékelése, ez
kilonféle receptorokkal (pattern recognition receptors, PRRs) torténik a sejtfelszinen. A jel
sokféle lehet valamint az Oket érzékeld receptorok is, attol fliggden, hogy mi a kartevo:
mikrobak esetében a microbe-associated molecular patterns (MAMPS); névényevok esetén a
herbivore-associated molecular patterns (HAMPS); egyéb sériiléseknél a damage-associated
molecular patterns (DAMPSs), gombas fertézéseknél pedig a mitogen-activated protein kinase
(MAPK) lesz a veszélyre figyelmeztetd jel. 146 A kilonféle jelek mind kivaltjak a jazmonsav
(JA) bioszintezisét. A plasztiszokban torténik a linolénsavbol a bioszintézis és a

peroxiszomaban fejezddik be, ahol B-oxidacion és egyéb folyamatokon keresztiil kialakul a
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jazmonsav. A jazmonsav a citoszolba jutva indukdlja a JA-lle (jasmonoyl-L-
isoleucine)termelddését, ami pedig eldsegiti a sejtmagban a JAZ-COI1 kolcsdnhatast. Igy a
JAZ (JASMONATE-ZIM domain) fehérje az ubikvitin-proteaszéma rendszer altal torténd
proteolitikus lebontasra lesz kijelélve. A JAZ eltavolitasa csokkenti a JA-kapcsolt
transzkripcids faktorok repressziojat, ezéltal aktivalja a JA-reagald gének expresszidjat,

valamint a kémiai és morfoldgiai védekezések bekapcsolasat. 147

Az emlitett transzkripcios faktorok kozé tartozik tébbek kdzott a MYC csalad (MYC2, 3, 4)
tagja, MYC2. A MYC2-t a JIN1 gén kddolja, szerkezetét tekintve egy alap hélix-loop-hélix
DNS-koté résszel rendelkezik. #814° Kimutattdk, hogy a MYC fehérjék egymas hatasat
erdsitik, barmely hidnyaban az érintett névény védtelenebbé valik a ndovényevd rovarokkal
szemben. Mindharom MYC hianyanak esetében, vagyis egy nullmutansnal pedig ugyanaz

tapasztalhatd, mint egy coi nullmutansnal, hogy érzéketlen a jdzmonsavra, igy védtelen a
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kartevokkel szemben. °° A MYC2 transzkripcios faktor nem csak kdzponti szerepet jatszik a
jazmonsav indukalt valaszreakcidban, hanem mas szignaliz&cios Utvonalakkal valé kapcsolatot
is fenntartja. Ahhoz, hogy szerepét betdltse, sziilkséges lenne egy stabil alland6 szint megléte,
azonban azt talaltak szamos helyen, hogy a szintje instabil %152 Az instabilitas oka pedig,
hogy a MYC2 a PUB10 E3 ligaznak egy célpontja, ami instabilla teszi a fehérjét, feltételeztek
tehat, hogy van egy deubikvitinaz is az ubikvitinaltsagi szint csokkentése érdekeben. A kérdéses
ubikvitin proteazok pedig az UBP12 és az UBP13 **, AMYC2 in vivo és in vitro is szubsztratja
az UBP12/13-nak. Az UBP12 és UBPI13 taltermelése a névényben jelentésen megnovelte a
MY C2 féléletidejét, aminek kdvetkeztében az érintett ndvenyek hiperszenzitivek lettek metil-
jazmonsavra (MeJA — a jazmonsav metilalasaval keletkezé ciklopentaton szarmazék). Ennek
megfeleléen azok a vonalak, melyekben az ubikvitin proteazok szupresszalva voltak, azok a
metil-jazmonsavra hiposzenzitivek voltak, tehat a védelmi utvonal nem miikodott megfelelden.
Ezek alapjan az mondhat6, hogy az UBP12 és az UBP13 pozitiv regulatorai a jAzmonsav

indukalt valaszoknak.

Hiszton 2A (H2A)

Mar tudjuk, hogy a cirkadian o6ra szabalyozasanal is fontosak a kulonféle modositasok a
fehérjéken, melyeknek kovetkeztében megvaltozik szerkezetilk, aktivitdsuk. Ezek altalaban
poszttranszkripcids, poszttranszlacios modositasok. Azonban a kiilonb6zd folyamatok mar
azzal is szabalyozhat6ak, ahogy azt az Ora esetében is lathattuk, hogy egy adott fehérje egy
adott gént kodolo DNS szalhoz kotodik, igy annak transzkripcidjat serkentve vagy éppen
gatolva. A sejtek genetikai informéacidjat hordoz6 DNS a kromoszomanak nevezett struktiraba
van csomagolva, melyeknél a hiszton fehérjék (H1, H2A, H2B, H3 és H4) latjak el az
elektrosztatikus kdlcsOnhatas segitségével az 6sszerendezddést. A hisztonok fehérje molekulék,
melyeken ugyanugy, mint mas fehérjéken torténnek poszttranszlaciés médositasok. A DNS-
nek a kiilonb6z6 hisztonmodositasoknak koszonhetéen tobbféle allapota Iétezik. Van tomorebb,
zart allapota, errél nem torténik transzkripcio. 1> Ahhoz hogy az atirodas el tudjon indulni,
szlikséges egy lazabb szerkezet visszaallitasa, hogy az RNS-polimerazok hozza tudjanak férni
a DNS szélhoz és arr6l RNS-t tudjanak szintetizalni. Ez a hozzaférhet6 allapot, ami aktiv
géneket tartalmaz eés amir6l folyamatosan térténhet a génexpresszio. A nyitott/hozzaférhetd
vagy éppen a zart allapot a kiilonb6z6 hiszton modositasokkal érhetd el, attol fliggben, hogy
éppen melyik a szilkséges. Ezt a folyamatos, szabalyozott atrendezédést remodeling-nek
nevezzik. A kromatin szerkezetének valtoztatasa epigenetikus eszkdzokkel lehetséges, ide

tartoznak a hiszton médositasok. Ennek soran a genetikai informéacio tartalom nem valtozik.
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Ahogy a DNS szal feltekeredik a hisztonokra, akkor a hisztonok N-termindlis végei hosszan
kinyulnak az oktamerbdl, és az ezen helyet foglalé aminosavak a modositast végzd enzimek
celpontjai. A hisztonok modositasara tobb lehet6ség is van, egyik legaltalanosabb a metilacio.
A metilalas kdvetkeztében a szerkezet joval 6sszezartabba valik és a gének nehezebben lesznek
hozzaférhet6ek. Meg kell azonban jegyezni, hogy a metilacio végeredménye attol is fligg, hogy
milyen aminosav metilalédik és az milyen pozicidban van, hiszen ettdl fiiggden okozhat
nyitottabb vagy zartabb &llapotot is. Amennyiben sziikségessé valik a génekhez valo
hozzaférés, akkor hiszton-acetilazok (HISTONE ACETYL TRANSFERASE, HAT) fognak
acetilcsoportokat kotni a hisztonok N-terminalis végi lizin vagy arginin fehérjékre. Ezzel az
acetilacioval elérik, hogy az oldallancok pozitiv toltése semlegessé valjon, igy a hiszton-DNS
kozotti kotés lazulni fog. Végeredményképpen megkezdédhet a transzkripeid. Az acetilacio
megszuntetésére hiszton-deacetilazok fognak az acetilalt hisztonhoz csoportosulni és az acetil
csoportokat lehasitjak, amivel zartabb allapotot idéznek el6. Jellemzé epigenetikus modositas
még a kindzok altal torténd foszforilacio. Ez szintén a hisztonok téltésének megvaltoztatasat
veszi célba, pozitivbdl negativ toltéstivé valtoztatjak a hisztonokat, ezzel azt okozva, hogy
szinte letaszitjak majd magukrdl a nukleinsavat. Végil, de nem utolsd sorban epigenetikus
maodositds még a hisztonok ubikvitinalasa is. Ennek a folyamatnak a soran ubikvitin ligazok
(poli)ubikvitint kapcsolnak a hisztonhoz, aminek eredménye az érintett hisztont6l és az
ubikvitinacios helyt6l fiiggben tobbféle kimenetelii lehet (példaul H2BK120ub - transzkripcids
elongécié, H2A N-termindlis részénél a DNS javitast segiti). Az aktudlis véaltozasok

visszadllitasara az ubikvitin proteazok Iépnek kdzbe. 1%

Ilyen deubikvitindzok a mar emlitett UBP12 és UBP13. Novenyek és allatok esetében is
talalkozhatunk a Polycomb csoport (PcG — Polycomb Group) fehérjéivel, melyek epigenetikai
mem©ria rendszerként funkcionalnak. Ezek a fehérjek tobbféle folyamatban is represszorként
miikddnek a célgének iranyaban. A stabil génrepresszio nélkiilozhetetlen a normalis fejlédéshez
és novekedéshez. A PcG fehérjek hatalmas protein komplexekbe allnak Gssze, ilyen peldaul a
Polycomb repressive complex 1, 2 (PRC1, PRC2). Ezek a komplexek katalizalnak trimetilaciot
(PRC2: H3 hiszton 27-es lizin, H3K27me3) vagy monoubikvitinaciot is (PRC1:H2A hiszton
118-as lizinje, H2AK118ub). 1" Novényeknél is a PRC1 fehérje komplex a hiszton 2A
monoubikvitinaciéjat (H2Aubl) végzi. Az ubikvitinacié hatasara azonban nem torténik meg a
H2A degradacioja. Eleinte agy gondoltadk, hogy a monoubikvitindcié mar dnmagaban egy
repressziv jelként szolgal. Azonban tovabbi kutatdsok soran rajottek, hogy ez egy epigenetikai

markerként szolgal a PRC2 szamara, ami majd eldidézi a hiszton 3, 27-es lizinjének a
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trimetilaciojat, ami pedig az érintett genek kifejez6désénck gatlasat eredményezi. Azt is
megfigyelték, hogy az ubikvitin jel 6nmagdban nem elég a represszalashoz, illetve a
trimetilacioval egydtt is kisebb hatasfok( a gatlds, mint a trimetilacié énmagaban. Ennek
értelImében a deubikvitinacio kovetkeztében a trimetilacié hatasa néhet, ami az érintett gének
represszidjat idézi el6. Ezen okbol kifolyolag esszencialis az UBP12 és az UBP13, amelyek
eltavolitjdk a monoubikvitint a hiszton 2A-rél. Tehat az UBP12 és UBP13 egyiitt miikodik a
PRC1 és PRC2-vel, adott gének kromatin-szinti repressziojaban. Az érintett gének kozé
tartoznak péeldaul az FT (FLOWERING TIME) és FLC (FLOWERING LOCUS C). A két gén
kifejezédése a deubikvitinacio, majd az ezt kovetd hiszton trimetilacio hatasara csokken. Igy
kovetkeztetésképpen, ha van egy olyan mutans, amelyb6l az UBP12/13 funkcié hianyzik
(ubp12, ubpl13, ubpl2ubpl3), akkor a célgének represszidja névekedni fog, vagyis azon gének
kifejez6dése, amelyek a PRC2 altal szabalyozott trimetilacios rendsze altal érintett, csokkenni

fog a mutansban a vad tipushoz képest. 1°":1°8
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Célkituzések

A novények szesszilis életmodjuk miatt jobban ki vannak téve a kdrnyezeti hatasoknak es ezért
kiilonosen fontos szamukra a gyors, megfeleld valaszadas. Ha egy névényi szervezet képes
alkalmazkodni, az elOnyre tesz szert a tobbi fajtarsaval szemben és szaporodasi esélye
megnovekszik. Az evolucid soran kialakult egy olyan rendszer, mely segit az olyan kérnyezeti
valtozésokhoz valo alkalmazkodasban, melyek egy rendszert kdvetnek, mint példaul a naponta
ismétl6d6 folyamatok allandd egymasutanja. A rendszer, ami segit ebben, az a szinte minden
¢lélényben eléforduld cirkadidn o6ra, ennek kdszonhetden alakul ki egy napi ritmus, ami elére
felkésziti a szervezetet és a megfeleld napszakra idoziti a kiillonbozé életfolyamatokat. Az
idozités és alkalmazkodas fontossdga miatt novényekben kiemelt szerepe van az dranak.
Kutatasunk ezért is 6sszpontosul a névényi cirkadian érara, annak megismeréesere. Ahhoz, hogy
pontos képet kapjunk az o6ra mitkodésérdl, fel kell tarni annak alkotorészeit és feltérképezni,
hogy a rendszerben hol és milyen szerepet toltenek be ezek az elemek, illetve mennyire

fontosak az 6ra mikodéséhez.

Eddigi munkéank soran tdbb olyan cirkadian ritmusban eltérést mutatdé mutans névénnyel
talalkoztunk, melyeknél a mutans fenotipusért felelds hibas gén még nem volt a cirkadian o6ra
miikodéséhez kapcsolva. Ilyenek voltak az eleinte rs24 és rs2 elnevezésii mutans névényi
vonalak, melyeknél kideritettik, hogy az UBP12 és az UHD1 voltak a valtozést elszenvedett

gének. A gének meghatarozasa utan f6 céljaink:

- Ellendrizziik, hogy az o6ra bemeneti vagy kozponti oszcillator részében tortent a
valtozas.

- Leirjuk a gének molekularis jellemzait.

- Az ubpl2-3 esetében ellendrizziik azokat a kapcsolatokat, melyeket mar korabban
leirtak UBP12 nullmutdnsokban az éra miikodésénél.

- Meghatarozzuk az ubpl2-3 és az UBP12 publikalt, egyéb targetjeivel valo
kapcsolatabol eredd funkciok megvaltozasat.

- Leirjuk az ubp12-3 mutaciot okozd aminosavcserénél a foszforilacio funkcionalis és
élettani szerepét.

- Medfigyeljuk a foszforilacio hatasat mas fajokban talalhaté UBP12 homoldg
fehérjéknel.

- Leirjuk az uhd1l mutans jellemz®it.

- Meghatarozzuk az UHD1 cirkadian oraban valo szerepét.
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Anvagok és modszerek

Anyagok

Novényi taptalajok:

MS0/0,5/1/2/3 (Murashige-Skoog Medium) (pH 5.6)

4,3 g/l MS por
0/0,5/1/2/3% szacharo6z
1% agar

AM (Arabidopsis Medium) (pH 5.6)

2,15 g/l MS por
1% szacharéz
0,2% fitagél

Bakterialis taptalajok:

LB (Luria-Bertani medium) (pH 7.0)

1% tripton
0,5% ¢leszto kivonat
1% NaCl

szilard taptalajhoz: 1,5% agar

YEB (Yeast Extract Beef) (pH 7.0)

0,5% Difco™ beef extract

0,1 % éleszto kivonat

0,5% szachar6z

0,1 % pepton

0,75 mM MgCI2 (sterilre sziirve)

szilard taptalajhoz: 1,5% agar

Eleszté taptalajok

YPD, YPAD taptalaj

500 ml-hez

5 g élesztd kivonat
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10 g bakto pepton

10 g glikoz

8,3 g baktoagar
desztillalt viz

pH=6,5

YPAD — 50 ug adenin

I. oldat
-50 mM glukoz
-25 mM Tris-HCI (pH 8.0)

-10 mM EDTA (pH 8.0)

Oldatok

CTAB

100 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1,42M NaCl

20 mM EDTA

1% PVP40

1% CTAB

Fehérje extrakcios puffer

50 mM TRIS-HCI pH 6,8
4 M urea

3% SDS

10% glicerin
bromfenolkek

felhasznalas el6tt: 100 mM DTT

SOB, SOC tapoldat

2% tripton

0,5% éleszto kivonat
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

11. oldat
-0,2 M NaOH

-1% SDS

I11. oldat

-3 M KoAC
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10 mM MgCl,
10 mM Mg2SO4 7H20

SOC — SOB + 20 mM gliikéz

Luciferin STOCK

500 mg D-luciferin (C-8200)
35,68 ml 0,1 M Tris-foszfat puffer pH=8,0

Felhasznalas el6tt: 20x-ra higitani
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Modszerek

Miniprep

Eldzetesen antibiotikumos lemezre szélesztett és felnott telepeket egyesével leoltjuk
antibiotikumos tapoldatba, 2-2 ml-be. Kémcs6ben razatjuk egy éjjelen at, majd masnap reggel
1,5 ml-es Eppendorf csébe atontve centrifugaljuk 2 percig. Ezutan a feliiliszot ledntve a
csapadékhoz 100 ul I. oldatot ontlink, és felszuszpendaljuk a sejteket. 200 ul Il. oldat
hozzéaadasa utan 5 percre jégre rakjuk, hozzaadunk 150 ul 111. oldatot és Gjabb 15 percre jégre
helyezzik. Centrifugaljuk 5 percig, majd a feluluszét uj Eppendorfba mérve hozzaadunk 500
Ml izopropanolt, 0sszeforgatjuk. Szobahén hagyjuk allni 30 percig, majd 5 perc centrifugalas
utan a fellluszét ledntjik és 500 ul 70%-os etilalkohollal mossuk a csapadékot, amit utana

vakuum szaritéban szaritunk, végul 40 pl desztillalt vizben vesszik fel.
Midiprep
Nagyobb mennyiségli DNS izolalasahoz.

Eldzetesen antibiotikumos lemezre szélesztett és felndtt telepeket egyesével leoltjuk
antibiotikumos tapoldatba, 50-50 ml-be. Razatjuk egy éjjelen at, majd masnap reggel 50 ml-es
Falcon cs6be atontve hiitve (4°C) centrifugaljuk 6 percig 4000 rpm-el. A csapadékhoz 1 ml |.
oldatot €s spatulanyi lizozimet adunk, majd vortexeljiik és 5 percet szobahémérsékleten tartjuk.
Utéana 2 ml I1. oldatot mériink ra, 1-2 percet varunk, majd a Il1. oldatb6l mérink ra 1,5 ml-t és
15 percre jégre helyezziik. Hiitve centrifugaljuk (8 perc, 4500 rpm), a feliiluszo 15 ml-s Falcon
csObe kertil at és hozzdadunk 3 ml izopropanolt. Hagyjuk &llni 30 percen keresztil
szobah6mérsékleten, fugaljuk (4°C, 8 min, 4500 rpm) és a csapadékot mossuk 70%-0s
alkohollal és vakuum szaritas utan 1 ml desztillalt vizben felvessziik. Hozzaadunk 20 pl RNazt
és 20 pl sarga puffert, majd 1 érara 37°C-os vizflirdébe helyezziik. Ehhez adunk ezek utdn 500
pl fenolt és ugyanennyi kloroformot, 6sszerazzuk, 5 percig centrifugaljuk 13000 rpm-en. A
feliliszo Gj 2 ml-s eppendorf csébe keriil és 800 pl kloroform keriil mellé. Ujabb fugélas
(13000 rpm, 7 perc) utan 800 pl izopropanol keriil hozza, 30 percet var szobahén, fugalas 5
percen keresztll (13000 rpm), majd Gjra etanollal mossuk. Ha ezzel végeztiink, leéntjuk a

feluluszét, vakuum szaritoba helyezziik, vegil pedig felvessziik 100 ul desztillalt vizben.

Sterilezés, szélesztés

A Kkisérletekhez kivalasztott magvonalakbol a megfeleld mennyiséget beéaztatjuk a nekik

megfeleld mennyiségii desztillalt vizben és par napig (2-5 nap), de altalaban 3 napig hidegben
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(4°C), sotét helyen taroljuk. Miutan a vernalizacido megtortént, a magokat sterilezziik, miel6tt
taptalajra szélesztjiik Oket. A sterilezés 30%-0S Domestos oldattal torténik, magmennyiségtol
fiiggéen 1-30 ml-ben hagyjuk allni 8-15 percig. Ezutén steril fllke alatt steril desztillalt vizzel
mossuk 4-5-szor. A sterilezés utan a megfeleld taptalajra szélesztjiik a magokat, amin majd

nének.

Agrobaktériumos transzformalas

Az Agrobacterium-medialt transzformaciot Clough és Bent 1998-ban leirt viragmartogatasos
technikdjaval hajtottuk végre. Els6 1épésként a transzformalni kivant novényeket sziikséges
kivetni az tveghazba. Amikor elérkeznek a viragzas fazisaba, akkor torténhet a transzformalas,
melyhez elére felndvesztett agrobaktérium torzset hasznalunk. Az agrobaktériumot 4-5 nappal
a transzformalas el6tt kikenjilk masszivan a megfelelé szelekcios lemezre. Ezutan a felnott
agrobaktérium telepeket atoltjuk 15 ml YEB folyékony tapoldatba, vagott tippel
szuszpendaljuk, és lassan adagolva hozzdadunk 250 pl 3%-0s szachar6z oldatot és 30 pl
sylvetet. Ebbe az oldatba martjuk a virdgokat, majd egy hét mulva megismételjuk. A magok
érése utan ezeket szelektaljuk lemezen, a bejuttatott szelekcids markernek megfeleld
antibiotikummal (higromicin) vagy névényi gyomirtoval (BASTA). Az igy feln6tt, kiszelektalt
egyedeket vittiik tovabb.

Eleszto transzformalas

A kompetens sejtnek hasznalni kivant élesztd torzseket atkenjiik és 30°C-on 3-4 napig
novesztjiik. Ezt kovetden a felndvesztett friss €lesztd telepekbdl leoltunk 5 ml YPD oldatba €s
éjszakan at 30 °C-on razatjuk (250 rpm). Masnap reggel az 5 ml éleszt6 kultiirat atontjikk 50 ml
30°C-o0s YPD oldatba és fugaljuk 4000 rpm-el 5 percen keresztll. A feltlUsz6t ledntjik, majd
hozzamerlink 40 ml steril desztilalt vizet, amivel 6sszeforgatjuk, mossuk a sejteket. Fugaljuk 5
percig 4000 rpm-el, majd a feluliszét ledntjik. Hozzaadunk 40 ml 1x TE/LiAc oldatot, mellyel
szintén mossuk a sejteket. Ismételten lefugaljuk a sejteket (4000 rpm, 5 perc), majd a feltliszé

ledntése utan 1-1,5 ml 1x TE/LiAc oldatban felvesszik a sejteket.

Novényi DNS izolalas

A novényi DNS izolalashoz korulbelul 100 mg mennyiségii ndvényi mintat szediink le
Eppendorf csébe acélgolyodval, folyékony nitrogénben lefagyasztjuk majd fagyasztva razatjuk
a mintakat 2 percig. Ramérink 500 pul CTAB puffert es 2 pl B-merkapto-etanolt, majd Gjabb 2

percig razatjuk, hogy jol 6sszekeveredjen a mintank a pufferrel. Ezutan 65 °C-on hékezeljiik
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30 percen keresztiil, kovetkezd 1épésben pedig 5 percig fugaljuk, hogy elvaljon egymastol a
feltliszo és a csapadék. A fellldszot atmérjiik Gj Eppendorf csébe és hozzaadunk 500 pl
kloroformot, rdzzuk, vortexeljik, majd 10 percig fugaljuk 13000 rpm-en. A felulUszo6t
atmeérjik, 500 ul izopropanolt adunk hozza, szobahémérsékleten hagyjuk allni 10 percet, majd
Gjabb 10 percig centrifugaljuk. A csapadékot etanollal mossuk, majd vakuumszaritoban

szaritjuk, végul pedig 50 pl deszt. vizben oldjuk fel.

Novényi fehérje izolalas

A ndvényi 6ssz-fehérje tisztitdshoz a mintankat tveggolyo6t tartalmazo 2 ml-s eppendorf csébe
szedjlk, folyékony N2-be tesszik, majd a fagyott mintat razatjuk 2 percig (30 Hz, Retsch),
majd 95°C-os fehérje extrakcids puffert adunk hozza, 100 mg mintahoz 200 pl puffert. Ujabb
2 percig rézatjuk a mintdkat majd 3 percre 95°C-ra tessziik 6ket, ezutan 20 percig 13000 rpm-
en fugaljuk és a felliluszdt atmérve Uj Eppendorf cs6be kész a fehérjemintank. Ahhoz, hogy
egymashoz hasonlithatok legyenek a kiilonb6z6é vonalak, sziikséges tudnunk a mintak fehérje
Amido Black oldatot adunk, 6sszeforgatjuk. Centrifugaljuk 20 percig 13000 rpm-en, ledntjuk
a felultszét, majd a csapadékot mossuk Amido Black moso oldattal. Szaritas utan a csapadékot
0,2 M NaOH-ban felvessziik és 610 nm-en mérjik az optikai denzitasat, ami alapjan majd
fehérje koncentraciot szamolunk. Kalibraldshoz BSA higitasi sorozatot hasznalunk.

Fehérjeszint meghatarozas Western blot médszerrel

A fehérjék elvélasztasdhoz 7-10-12-15%-0s SDS-poliakrilamid denatural6 gélt alkalmaztunk,
a futtatas 1x-es Tris/glicin/SDS futtatd pufferben tortént és mintanként 20-20 pg dsszfehérjét
vittlink fel a gélre. Az elvalasztast kdvetden a gélt néhany percig transzfer pufferben (TBST)
aztattuk az SDS eés urea maradvanyok eltavolitasara, amig metanollal equilibraltuk az
Immobilon® -P PVDF (polivinilidén-difluorid) milanyag membrant (Merck Millipore). A
g¢1bol az elvélasztott fehérjéket elektroblot kesziilekkel (BioRad) vittiik &t a PVDF membranra
(100V, 1,5h). Ezek utdn a membrant egy éjszakan keresztll 4°C-on, blokkold pufferben
aztattuk a szabadon maradt kotohelyek elfedésére: 5% (w/v) sovany tejpor, 1% (w/v) TBST
pufferben feloldva. Masnap a membrant 1 oran keresztil mosopufferben oldott anti-GFP
(Clontech, Living Colors A.v. Monoclonal Antibody JL-8, 2000x-es higitas) elsédleges
ellenanyaggal vagy anti-aktin ellenanyaggal (Sigma-Aldrich) mostuk szobahdmérsékleten. Ezt
a lépést 3x10 perc mosas kovette mosopufferrel. A mosas utan mosépufferben oldott 5000x-

esre higitott, torma peroxidaz kapcsolt egér-IgG elleni masodlagos ellenanyagot adtunk a
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membranhoz és 1 6ran at inkubaltuk, majd ujabb TBST pufferes mosas kdvetkezett 3x10 percen
at. Végl a leitatott membrant aztattuk Millipore Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrate Peroxidaz és Luminol reagensek 1:1 aranyu oldataban, majd CCD kamera (iBright™
FL1500 Imaging System) segitsegével detektaltuk a kemilumineszcens reakciobol szarmazo

jeleket.

Kompetens sejt készités

A kompetens sejt készitése 1°9 és 10 altal leirt protokollok alapjan tortént.

Baktérium transzformalas

A baktérium transzformalas **° és 1% 4ltal leirt protokollok alapjan tortént.

Indukalt bakterialis fehérjeexpresszio

Els6 Iépésként S818 és pACYC184 plazmidokat transzformaltunk E.coli BL21 kompetens

sejtekbe, a fentebb részletezett baktérium transzformalas madszerrel.

Az elbzetesen lemezen felnevelt, konstrukciokat hordoz6 baktérium telepeket este leoltjuk
lemezrdl 3-3 ml LB tapoldatba a megfeleld antibiotikumokkal. Razatassal inkubaljuk éjszakan
at 37 °C-on. Masnap reggel ebbdl atoltunk 1,5 ml baktériumszuszpenziot 30 ml LB +
antibiotikum tapoldatba és razatassal inkubaljuk 37 °C-on, amig el nem érik az ODesoo = 0.6
stiriséget. Ha elérték, akkor mindegyik kultirabdl kivettiink 2x 1-1 ml szuszpenziot, lefugéltuk
(1 perc, 13000 rpm), majd felszuszpendaltuk 50 pl 4R pufferben és -20 °C-on taroltuk. A
megmaradt kultdrat indukéltuk, 1 mM végkoncentracioju IPTG hozzdadasaval. Az indukalas
3,5 Oran at tartott, 30 °C-on torténd inkubalassal. Ezek utan az indukalt baktérium kulturabol is
mintat vettink, 2x 1-1 mi-t, lefugaltuk (1 perc, 13000 rpm) és 100 pl 4R pufferben
szuszpendaltuk fel. VVégul -20 °C-on taroljuk.

Novényi RNS izolalas

A ndveényi 0ssz-RNS tisztitashoz elsé 1épésként 2 ml-s Eppendorf csébe szediink ndvényi
mintat, fagyasztva razatva poritjuk, majd a Qiagen RNeasy Plant Mini Kittel, a gyarto altal
megadott protokollt kovetve folytatjuk az RNS izolalasat. A kinyert RNS mennyiségét a minta

260 nm-en mért fényelnyelésébdl hataroztuk meg.

MRNS-szint meghatarozasa valds ideji PCR-ral

Els6 1épésként cCDNS-t készitettlink a Thermo Fisher Scientific RevertAid First-Strand cDNA
Synthesis Kitjének hasznalataval, a gyarté Utmutatdsainak megfeleléen 1 pg RNS-bél, amit a
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novényi mintankbdl izolaltunk. A kapott termékeket térfogatuk Otszordsére higitottuk
RN&zmentes vizzel. A kérdéses mRNS-ek szintjét valos idében mért PCR-ral, BIO-RAD
C1000 Touch® Thermal Cycler gépen hataroztuk meg, 384-es PCR plate-en, g°PCRBIO
SyGreen Mix Hi-ROX alkalmazasaval (PCR Biosystems), 10 ul végtérfogatban. Templatnak
reakcionkeént 1-1 pl cDNS-t hasznaltunk, melyhez 5 pul SYBR Green, 3 pl desztillalt viz és 1 pl
primer adodott hozza. Minden kisérletnél készult egy, a mintakbol keverékként el6allitott cDNS
higitasi sor, mely 1-, 10-, 100-, 1000-szeres higitasi pontokat tartalmazott. A bel6liik kapott
adatokra egy egyenest helyezve megkapjuk annak az egyenletét, melynek segitségével pedig
kalibralhatjuk a mintdk mRNS mennyiségének szamitasat. A kapott értékeket ezen feliil a
mintdk TUB2/3 mRNS-szintjére normalizaltuk.

Lumineszcencia mérés élo novényben

Els6 1épésként a riporterkonstrukciot hordozé ndvényeket felneveljiik a méréshez, ezt eldtte
altaldban egy héttel tesszik. A magokat sterilezziik, majd szélesztjik MS3 lemezre, egy hetes
korukban pedig atrakjuk a novényeket 96 well-es lemezekbe, amikbe elézetesen 0,25 ml MS3
taptalajt tettink, zsebenként 1-1 ndvényt. A novényekre 20 pl 2,5 mM-os luciferin oldatot
cseppentlink. A méréseket TopCount NXTTM luminométerrel (Perkin Elmer) végeztik el. A
7 napos mérés soran a muszer adott id6k6zonként rogzitette a ndvények altal kibocsajtott fény
mennyiségét. A luminométerben a mintakat sététben vagy vords fényben tartottuk. A kapott

eredményeket Microsoft Excel TopTemp makro segitségével dolgoztuk fel.

Antibiotikumok

Modellszervezet Szelekcids agens Végkoncentracio (60 °C-ra
hiitott tapoldatba keverve)

Escherichia coli Ampicillin (Amp) 100 pg/ml

Kanamicin (Km) 50 pg/mi
Agrobacterium tumefaciens | Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml

Kanamicin (Km) 50 pg/ml

Rifampicin (Rf) 25 pg/mi

Tetraciklin (Tc) 100 pg/ml
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Gentamicin (Gm) 100 pg/ml
Kloramfenikol (Cm) 30 pg/mi
Arabidopsis thaliana Higromicin (Hyg) 15 pg/mi
Klaforén (Cf)* 200 pg/ml
BASTA** 10 pg/ml

*Novényi taptalajok bakterialis fert6zésének visszaszoritasara hasznaltuk

**Gyomirtd, nem antibiotikum. Az EgrEvo (Bad Soden, Németorrszag) cég altal forgalomba
hozott oldatot permetszerként alkalmaztuk viragfoldon csiraztatott Arabidopsis magvak
szelektélasahoz.

Keresztezes

A keresztezéshez a magokat elszorjuk viragfoldre és neveljik a virdgok megjelenéséig kilon a
novényeket. Anya novénynek nevezzilk azokat a ndvényeket, melyek bibéjét beporozzuk
idegen novényrdl szarmazo pollennel, az apa ndvények pedig a pollent szolgaltatdo névényeket

nevezzik. Egyik legfontosabb Iépés a keresztezés soran, hogy az anya névényeken a fiatal
@ Q)

(; )
sz \/

QV;\L/\I

9. abra Keresztezés Iépéseit bemutatd abra

bibék 6nmegtermékenyitését megakadalyozzuk, igy azokrol a virdgokrél a csésze és
sziromleveleket, valamint a porzdkat eltavolitjuk. Egy virdgzati tengelyen 3-4 bibét hagyunk
megtermékenyitésre. A feltisztitott bibékre az apa ndvényrdl leszedett, érett porzordl szarmazod
polleneket juttatunk ecseteld mozdulattal, majd varunk, hogy a megtermékenyitett bibék

beérjenek, majd a magokat begytijtjik.
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Hipokotil hossz méreés

A kivalasztott novényi vonalak magjait Petri csészébe helyezett sziir6papirra (4 réteg) szorjuk,
majd a lemezeket lezarjuk és 4 °C-ra, sotétbe helyezziik 3 napra. Ezt kdvetéen a lemezeket
athelyezzilk a Kivélasztott fényforras ala 4 napra, 22°C-ra. A kiilonbozé erésségii
fényintenzitdsokon vald méréseket a lemezek egymasra helyezésével tudjuk egy id6ében
elvégezni. Az egymason levé lemezeket éré fényintenzitasat az alabbi empirikus képlettel
szamoltuk ki:

Pn= plate (lemez) helye az oszlopban

P1= x umol foton/m?s (a legfelsé lemez)

P>=0,256 X P1

Ps=0,418 x P

P4=0,418 x P3

Pn=0,418 X Pn1

A 4 nap leteltével a novényeket 1% agarra helyezziik fektetve, a megfeleld feliratokkal ellatva,
majd a lemezeket beszkenneljiik (EPSON Perfection V30). A képeken a hipokotilok hosszat
(vonalanként 30-40 névény) ImagelJ program segitségével mérjuk, majd Excel tablazatban

0sszegezzuk.

Viragzas

A viragzasi 1d6 megméréséhez a kivalasztott novényi vonalakbol magot szorunk ki viragfoldre
és 1 hétig sotétben, 4°C-on tartjuk. Ezt koveten fényre, 22°C-ra helyezziik 6ket novényneveld
kamrakba (FITOCLIMA D 1200) és a viragzati tengelynek 1 cm-es magassagat elérve

megszamoljuk a ndvény egyedek rozetta leveleit. Vonalanként 30-40 ndvény rozetta leveleit

szamoljuk meg és atlagoljuk az eredményeket Excel tablazatban.
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Eredmények

Uj ramutansok felfedezése

Az etil-metanszulfonat (EMS) egy karcinogén anyag, mely a nukleinsavban gy okoz eltérést,
hogy a guanin-citozin parokat felbontva a harmas hidrogénkdtés helyett a guaninon csak ketté
hidrogénhid tud képz3dni. igy a guanin a citozin helyett timinnel vagy adeninnel fog parosodni,
majd ez tovabb alakul timin-adenin/adenin-timin parokka. Az igy megvaltozott nukleotid miatt
pedig valtozhat a kodolt aminosav, ami mar a fehérje szerkezetének vagy mukoddésének
szerepében is nagy valtozasokat okozhat. %1163 Az EMS széles korben hasznalt random
mutagenezisre. A random mutagenezis egyszerii és hatékony modszer Uj tulajdonsagokkal
rendelkez6 mutans sejtek 1étrehozasara. Megfeleld és jol miikodé eszkdz az enzimek
tulajdonséagainak megvaltoztatdsara. A mutacio 1étrehozasahoz nem sziikséges elére ismerni a
celfehérjék szerkezetét és funkcidit. Az organizmusokrdl nincs sziikség el6zetesen nagy
mennyiségli adatra, ellenben a célzott mutagenezishez képest, ahol egy konkrét, ismert gént
akarnak kititni vagy megvaltoztatni molekularis modon. 1 A random mutagenezis segitségével
pedig lehet6vé valik a természetes szelekcid laboratoriumi 1éptékii szimulacidja. Ezen

tulmenden a véletlenszerli mutagenezis lehetdvé teszi olyan Osszetett és erdsen szabalyozott
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10. dbra Az rs24 nevii cirkadian 6ra mutans azonositasa periodushossz mérés alapjan. Az abran a
CAB2:LUC konstrukcio kifejez6dését latjuk vad tipusi (WT) és az rs24 mutans novényekben. A
mérés voros fényben tortént (10 pumol m-2s-1). A gorbék 24 névény peridédusanak atlagabdl lettek
abrazolva.
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anyagcsere- vagy szabalyozasi GUtvonalak tervezését, amelyekben a célzott mutagenezis az
utvonal nem megfelel6 ismerete és kovetkezésképpen a jol meghatarozott és ismert célpontok
hianya miatt nem miikodik. 1*41%° Szamos kémiai mutagén létezik, példaul N-etil-N-nitrozourea
(ENU), etil-metan-szulfonat (EMS), metil-metan-szulfat (MMS), nitrozoguanidin (GTN), etil-
nitrozourea (ENU) és N-metil-N-nitrozourea (MNU), amelyek felhasznalhatok véletlenszerii
mutéciok létrehozésara. Az EMS-en keresztiil végzett véletlenszerii mutagenezis hatékony és
igéretes technika olyan pontmutaciok létrehozéséra, mint példaul az adenin-timin (A-T) guanin-
citozin-ra (G-C) torténd cseréje. % Kutatocsoportunk kordbban EMS mutagenezist hajtott
vegre nagyszamu noévénypopulacion. Ezek Wassilewskija-2 (Ws-2) 6kotipust, CAB2:LUC
riporterrendszerrel rendelkez6 novények voltak. A periddusok mérése folyamatos voOros
fényben tortént, hiszen allando korilmények kozott a belsé oranak csak az onallé mitkodését
latni és ez alapjan lehet kivalogatni a vad tipustol eltér6 cirkadian fenotipusu névényeket, ezt
nevezziik mutans sziirésnek. A folyamat soran toébb 0 cirkadian 6ra mutans lett azonositva,
koztlik egy, a vad tipushoz képest kortlbellil 2 6raval rovidebb periddusu rs24 (red screen 24)
nevezetii és egy masik, a vad tipushoz képest korilbelil 2 éraval hosszabb periédusu, rs2 (red

screen 2) nevii vonal.
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Az rs24

Az rs24 muticiét nem befolyasolja a fény mindsége vagy mennyisége

A fény sokszor erés hatassal lehet a cirkadian drara, emiatt nem lehetiink benne teljesen
biztosak, hogy a rovid periddust maga a cirkadian ora, azon belil is a kézponti oszcillator
mutacioja okozza-e. A kialakult fenotipusért felelds lehet akdr a megvilagitis mindségének
(kek, voros, tavoli vorés hulldmhossz tartoményok) vagy mennyisegének (fényintenzitas)
érzékelésében bekdvetkezett valtozas is. Annak okaeért, hogy ezt kizarjuk, CAB2:LUC riportert
hordozo6 vad tipusu és rs24 mutans novények periodusat mértiik meg kiilonboz6 intenzitasu,
folyamatos voros és kek fényben. A kisérletek elvégzéséhez elszor 12 ora fény, 12 ora sotét
fotocikluson nevelkedtek a novények egy héten keresztiil, majd folyamatos vords vagy
folyamatos kék fény ald kerlltek. A mérés sordn tobbféle erésségii kék vagy vords fényt

alkalmaztunk, és 4-5 napon keresztul tortént a periédushossz mérése.
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11/A. abra Fényerdsség-fiiggés gorbe (FRC) 11/B. abra Fényerdsség-fiigges gorbe (FRC)
folyamatos kék fényben vald6 mérésr6l. A  folyamatos vords fényben vald merésrél. A
CAB:LUC markert hordoz6 rs24 és WT  CAB:LUC markert hordozo rs24 és WT ndvenyek
novények eldzetesen 12 h fény:12 h sotéten eldzetesen 12 h fény:12 h sotéten nevelkedtek,
nevelkedtek, majd folyamatos kék fénybe majd folyamatos vords fénybe keriiltek a mérés
keriiltek a mérés kezdetekor. A lumineszcencia  kezdetekor. A lumineszcencia értéket 4-5 napon éat
értéket 4-5 napon at rogzitettiik. A hibaértékek  rogzitettiik. A hibaértékek (SE) 3-4 fliggetlen
(SE) 3-4 fiiggetlen mérés eredményeib8l —méres eredményeibdl szarmaznak.
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A Kkiserletek elvégzése utan azt talaltuk az rs24 mutans esetében, hogy a fény minésége és
mennyisége sem befolyasolta a fenotipust. Ezek jol lathatdéak az alabbi abrakon (10/A és 10/B
abrak), kulon grafikonokon a kék és vords féenyen mért adatok, a kulonfele fényintenzitasok
fliggvényében (0,1-100 umol m2 s). A kékkel jeldlt vad tipus a pirossal jellt rs24 mutanshoz
képest mindig kortlbeltl 2 oOrdval hosszabb és ugyanennyi marad a fény erdsségének
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megvaltoztatasai soran is. A kérdéses periddushossz kiilénbség a mutans és a vad tipus kozott
megmaradt, ebbdl pedig kovetkezhet az a feltételezes, hogy a mutacié nem az 6ra bemeneti
oldalat, hanem a kozponti oszcillator egy vagy tobb elemét érinti, aminek koszonhetéen a

munka tovabb folytatodhat a cirkadian dra érintett elemeinek keresésével.

A mutacio altal érintett gén megtalalasa

Ezek utdn genetikai térkepezés lett elvégezve annak céljabol, hogy fény deriljon ra, hol
talalhatd az RS24 16kusz, melyik génben tortént mutacid, ami felelés a bemutatott 2 oraval
révidebb periddus fenotipus kialakitasaért. Ehhez Ws (Wassilewskija) dkotipust rs24 mutans
névény lett Col-0 (Columbia) vad tipust névénnyel keresztezve, amibdl keletkezett az F2
populécid a térképezéshez. Ezekbdl kivalogatdsra keriiltek a muténs fenotipusd egyedek.
Tudjuk, hogy az F2 egyedek homoldg kromoszémajabdl az egyik Ws, a masik pedig Col
Okotipusu. Ezek utan szelektalni kell a ndvenyeket fenotipus alapjan, most esetiinkben a 2
6raval rovidebb periodusra. Igy tudhato, hogy az érintett gén, amit szeretnénk kiszelektalni,
homol6g forméban szerepel és mindkét szalon a Ws ¢kotipus jelenik meg, ezen a részen tehat
az 50-50 szazalékos aranya a két okotipusnak eltolodik a Ws iranyaba. Mindezt szekvencia
analizis soran tudjuk kideriteni és igy lehet valaszt kapni arra, hogy mely gének lehetnek
érintettek a mutéacid kialakulasaban. Az rs24 az V. szam( kromoszoma felsé karjan, egy
korulbeldl 50 kbp hosszusagu részen helyezkedik el. Ezen a terlileten lehetséges tobb olyan
potencialis gént is talalni, melyekben tortént mutécio és igy okozoi lehetnek a megvaltozott
fenotipusnak. Ezek SNP, azaz Single Nucleotide Polymorphism mutaciok. Az SNP olyan
mutacio, amikor egy-egy nukleotid megvaltozik. Jelen esetben ennek kdvetkeztében a kodolt

aminosav is mas lett. Az rs24 mutans esetében 4 lehetdség volt (12. dbra).

kromoszoma | nukleotid | aminosav gén/fehérje . . .
gén/fehérje neve

€s pozicio csere csere azonositoja

V., 2025743 | G>A  |S>F AT5GOG600 | - DF 12 Ubiquitin carboxyl-
terminal hydrolase 12

V., 5774083 | G->A | A->V AT5G17520 | MEX1. Maltose excess
protein 1

V., 8061193 | G->A D->N AT5G23890 | UC> Uncharacterized

protein

Chaperone DnaJ-domain
superfamily protein

V.. 14817718 | G->A Q->STOP | AT5G37380

12. 4bra A négy lehetséges gén, mely a fenotipust okoz6 mutacioért lehet felel6s.
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A mutans fenotipusért felel6s gént végul komplementacioval sikerilt azonositani. Egy korabbi
munkank sordn mutans hattérben kifejeztettilk az adott gén vad tipust kopiajat. A vad fenotipus
helyreallitdsaval sikerult igazolni, hogy az rs24 esetében az ubpl2 génrdl van sz6, az ebben
megtalalt mutacié okozza az eltéré periddushosszt. A nukleotid csere egy guaninrdl adeninre
torténd tranzicio volt, a 2025743-as genomi pozicidban. Ez az V-6s kromoszoman talalhato és
ez az SNP az UBP12-t kddolo6 gén hetedik exonjaban talalhatd. A predikciok szerint szerinrél

fenilalaninra torténé aminosav cserét okozott a 327. pozicioban.

Az UBP12 gén egy ubikvitin protedzt kodol (13. abra). Az UBP12 fehérje strukturalisan
rendelkezik egy konzervalt MATH fehérje intekakciés doménnel és egy USP doménnel, ami
deubikvitinacioért felelés Cys-box és His-box részekkel rendelkezik. Kimutattdk, hogy a
cisztein vagy hisztidin aminosavak mutacioja megzavarja a proteaz deubikvitinalé képességét.
897 A mi mutansunk, az rs24 esetében ebben a protedz doménben tortént egy pontmutacio, ami
aminosav valtozast eredményezett. A mutacié ugyan nem érinti se a Cys- se a Hys-boxokat, de

ennek ellenére feltételezhetd, hogy okoz valami valtozast a fehérje funkcidjaban.

A mutacid nincs befolyassal a mRNS szintjére

Az ubikvitin protedz ubikvitin molekulakat hasit le mas fehérjékr6l, igy elGsegitve azok

= sz

S327F
1 l 1116
B MATH domain (54-179)
[ USP domain (199-524)

[ ] Cys-box (200-217, Cys at 208)
[] His-box (439-523, His at 455)

13. dbra Az UBP12 fehérje domén szerkezete. Az UBP12 N-terminélisan rendelkezik egy
konzervalt Meprin And TRAF Homology (MATH) doménnel és egy Ubiquitin-Specific Protease
(USP) doménnel. Az USP régio tartalmazza a konzervalt cisztein proteaz enzimatikus régidkat, a
Cys- és a His-boxokat. Kutatasok szerint a konzervalt cisztein vagy hisztidin aminosavakat érint6
mutaciok gatoljak az enzim deubikvitinaz mitkodését. Az altalunk megtalalt pontmutacioé szintén
az USP régidban talalhatd, am a Cys- és His-boxokat nem érinti. A mutacio soran egy szerin
aminosav cserélddott ki fenilalaninra, a pozicidja nyillal jeldlve.

annak szerkezetétdl, stabilitasatol. A jelenlegi mutans esetében egy aminosav csere tortént a
327-es pozicioban és ez a fehérje aktiv centrumat jelenti, az USP doment. Az USP domén pedig
a Cys box-al és a Hys-box-al van kozrefogva, amikben helyet foglalnak a katalitikusan
esszencialis cisztein és hisztidin aminosavak. Az aminosavcsere soran a 327-es pozicioban egy

szerin aminosav cserél6dott fenilalaninra. A szerin egy kdzismerten sok esetben foszforilalodd
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aminosav, a fenilalanin ezzel ellentétben pedig nem foszforilalhatd. A foszforilacié mint azt
tudjuk, okozhat stabilitasbeli vagy funkcionalitasbeli eltérést Ggy, mint barmelyik maés
poszttranszkripcids vagy poszttranszlacidos maodositas. 817 Tehat ha ilyen okbol adédoan az
ubikvitin proteaz fehérje nem tud megfelel6 szerkezetet felvenni és igy nem annyira stabil vagy
éppen nem latna el megfeleléen a funkcidjat, akkor az okozhatna a mutans fenotipust. Ennek
ellendrzésére, hogy stabilitas vagy funkciobeli valtozas all a hattérben, megnéztilk az mRNS és
a fehérje szinteket. Az mRNS valamint a fehérje szinteket 6sszehasonlitva a mutansban és a
vad tipusban kikovetkeztethetjiik, hogy a fehérje szintézis melyik 1épcsdjénél okozott
problémat az aminosav cseréje. Amennyiben azt latjuk, hogy az mRNS vagy a fehérje szintek
kiilonboznek valamilyen médon a mutdnsban és a vad tipusban, akkor valészinii, hogy a

stabilitasa sériilt a fehérjénknek.

fgy elsé 1épésként elvégeztiik az mRNS szintek méréséhez sziikséges mintaszedést és feltartuk
a mintakat. Eredményként azt kaptuk, hogy az UBP12 mRNS szintje azonos szinten van mind
a vad tipusu (Ws), mind pedig az rs24 névenyekben (14. abra), ez pedig arra utal, hogy ezen a
molekularis szinten a mutéacié nem okozott valtozast. igy elmondhatjuk, hogy a transzkripcios
atvonal nem serilt, az UBP12 mRNS poszttranszkripcionalisan valtozatlan maradt, valamint

az mRNS féléletideje sem valtozott.

0,8 -
0,7 A
0,6 A
0,5 -
0,4 A1
0,3 -
0,2 A1
0,1 A1

0 -

n.s.

UBP12/TUB

WT rs24

14. &bra A vad (WT) és a muténs (rs24)
novények UBP12 mRNS szintjei . A mérés
kvantitativ PCR eredménye és TUBULIN2/3
(TUB) szintekre lett normalizalva. n.s.: nem
szignifikans, Student's t teszt Altal
meghatarozva (P > 0.05).
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Az aminosavcsere nem okozott fehérjeszintbeli valtozast

Az mRNS szintek meghatarozasa utan kovetkezé 1épésben a fehérjeszintek ellenérzése jott
soron (15. abra). Ehhez elsésorban 1étre kellett hozni a megfeleld konstrukcidkat, hogy a kivant
fehérjénk valamilyen jel6léssel legyen ellatva, igy biztosan nyomon tudjuk kovetni, hogy
tortént-e valamilyen valtozds az UBP12 akkumulacidjdban a mutécio hatdsara. Ezeket
agrobaktérium medialt génatvitellel sikerilt Ieétrehozni, epitdpjeldlt UBP12 fehérjek lettek
hasznalva. A vad és a mutans tipusok esetében is az YFP toldalékot az UBP12 feheérje C-
terminalisahoz fuzionaltattuk (UBP12WT-YFP és UBP12%327F-YFP), a flzids fehérjét pedig a
virdlis 35S promoterrel fejeztettilk ki olyan T-DNS inszercidés mutans névényekben, melyek

hordozzdk a TOC1:LUC+ riportergént. Néhany generacié utan homozigota T3 novényi
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15. &bra A) Vad tipust és S327F mutéciot hordozé UBP12-YFP flzios fehérjék lettek 35S viralis
promoter altal expresszéltatva ubpl2-2w héttérben, ami tartalmazta a TOC1:LUC riportert. T6bb
vonal mRNS szintjének megmérése utan olyan vonalakat valasztottunk ki tovabbi vizsgalatokra,
melyek mRNS szintje kdzel azonos volt. n.s.: nem szignifikans, Student's t teszt altal meghatarozva
(P > 0.05). B) A hasonld6 mRNS szintii vonalak fehérje szintjei lathatoak a Western blottal késziilt
képen, a fehérje szintje nem valtozott meg a mutans vonalban. A csillagok a nem transzformalt ubp12-
2w kontrollban is jelen 1év6 nem specifikus jeleket jelzik. C) A vad tipust és mutans UBP12-YFP
fazids proteineket tartalmazé vonalak ritmusat mértik TOC1:LUC riportergén segitségével, a
megfeleld kontrolok mellett. A szabadon futé ritmusok folyamatos vords fényben voltak mérve (10
umol m?2 s1). A hibaértékek 80-100 egyedi novény mérésébdl adodé SE értékek, 2 kiilonbozd
mérésbol. A kiilonbozé betlik szignifikans kilonbségeket jeleznek P < 0,05 (Duncan-teszt).

vonalakban vizsgaltuk meg eldszor az mRNS szinteket, majd azonos szinti UBP12-YFP
transzkripteket expresszalo vad és mutans vonalakbol vettlink mintét fehérje vizsgélathoz. A

mintak feltarasa, futtatisa ¢és el6hivasa utan azt az eredményt kaptuk, hogy a vad és mutans
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parok kozott a fehérje szintekben nincs kilonbség, vagyis az UBP12 expressziojara nem volt
hatassal a mutacié. Mindemellett az elébb emlitett vonalak peridédusat is megvizsgaltuk és az
UBP12WT-YFP in ubpl2-2w vonalban sikeriilt visszaallitani a mutans hatteri (ubp12-1
nullmutans) névény rovid periddusat a vad tipusnak megfelelé periodusra, egyszoval
komplementaltuk. Ezzel szemben az S327F mutaciot hordozé transzgén esetében a
komplementécié nem volt sikeres, ugyanigy megmaradt a rovid periddus fenotipus azonos
fehérjeszintek mellett. Mindez azt mutatja, hogy a mutécid nincs hatassal se a transzkripciora
sem pedig a transzlaciora, a fehérje stabilitisa nem valtozik. Igy a mutacio hatasét
poszttranszlaciés mddositasban vagy egyéb mas jelatviteli Gtvonalban betdltott szerepében

érdemes tovabb kutatni.

A tesztelo keresztezésbol F1 populacio létrehozasa és a mutacio recessziv

voltanak bizonyitasa

Egy Uj mutans esetében felmeril az a kérdés is, hogy a mutacié 6roklédése mit mutat, hogyan
oroklédik tovabb az utodokba, és azokban hogy jelenik meg. Azért, hogy ezt kideritsik, teszteld
keresztezéseket hajtottunk végre, azaz a mutansunkat az ismert homozigéta vad tipusu
névénnyel kereszteztlik. Tehat ennek megfelel6en kereszteztik egymassal az rs24 mutéanst és a

neki megfelel6 okotipusu, azaz Wassilewskija vad tipust (6a2). A keresztezéseket elvégeztik

—4—Gal Av
e Av
Ga2 x rsd Ay

Normalizalt CAB2 lumineszcencia

0:00 24;00 4SjGU ?2I:UU 96:00 ‘IZE;:GCI ‘I=|4I:UU 16500 192I'.UG
1d6 (h)

16. 4bra A CAB2:LUC riportergén ritmusanak nyomon kovetése luminométerrel vad (6a/2) tipusu,

rs24 és a beldliik létrehozott F1 populacioban. A magokat beaztattuk, majd 3 napig 4°C-on sotétben

tartottuk. Az aztatast kdvetden sterileztiik, majd MS3 taptalajra szélesztettiik, amin 1 hétig ndttek

22°C-on fehér fényen (12L:12D). A szabadon futd ritmusok mérése folyamatos vords fényben

tortént (10 umol m2 st) és legalabb 24 egyed atlagat reprezentalja egy-egy gorbe.
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mindket irdnyban. A magok beérése utan luminométerben megmértik mindegyik egyed
periodushosszat és az atlag periédushosszokat hasonlitottuk 6ssze egymaéssal (16. &bra). A vad
tipus a mar ismert kozel 24 6ras ritmust mutatta, rs24 pedig az ehhez képest két 6raval rovidebb
periédust. A vad és a mutans tipusi novények keresztezésébol létrejott heterozigota Fl
populacié periddusa pedig a vad tipussal azonos hosszusagu periddust mutatott. Nem
hasonlitott a mutans fenotipusra, illetve heterozigota révén lehetéség lett volna egy koztes
periodushossznak a megjelenése, de nem igy tortént. Ezek alapjan azt allithatjuk, hogy a
mutacionk recessziv, hiszen egyértelmiien csak az egyik fenotipust mutatja a sziilok fenotipusa

kozul, méghozza a vad tipusét.

Az eddig bemutatott kisérletek és eredményeik azt mutattdk szamunkra, hogy az UBP12 génben
felfedezett Gj mutacio valdsziniileg az ora kozponti oszcillatorat érinti. Az mRNS és fehérje
szintekben nem tortént valtozas és a mutacionk recessziv 6roklédést mutat. A cirkadian 6ra
mitkodésének az eltéréséért az UBP12 génben talalhatd S327F mutacié az oka. A kapott
eredmények azt jelzik, hogy a mutans fenotipus kialakuldsa nem az UBP12 szintjének
megvaltozéasa miatt jelenik meg, hanem egyéb poszttrankripcios/transzlacios valtozasok vagy
esetleg a deubikvitinaz enzim molekularis kdlcsonhatasanak vagy aktivitasanak/funkciéjanak
véltozasa miatt. Ezeknek megfeleléen az rs24-et ubpl2-3-nak neveztik el. Az UBP12-nek ez
egy Uj allélja, ubp12-1 néven ismert az enzimet egyaltalan nem termel6 null muténs, illetve van
egy masik T-DNS inszercios allél, ami ubp12-2w névre hallgat. Igy lett a mi mutansunk ubp12-
3.

Cirkadian oran kivili UBP12 targetek

Az UBP12 nem csak a cirkadian ora felé mutat aktivitast, hanem mas, pleiotrép funkciokkal is
rendelkezik, mivel ubikvitin protedzként tobb mas targettel is rendelkezik. Ez a pleiotrop hatas
pedig kivalo lehetéséget ad arra, hogy 0ssze tudjuk hasonlitani az ubp12-1 null mutanssal az
ubpl12-3-at, esetleg hogy megfejtsiik az egész rendszer miikodési alapelvét, valamint, hogy fény
deriiljon arra, hogy az uj mutécid csak egy specifikus részt érint a jelatviteli Utvonalak kozil,
vagy éltalanos hatassal van mindenre. 8157 A tovéabbiakban az UBIKVITIN PROTEAZ 12-nek
legf6képp két olyan célpontjardl lesz szo, melyekre az bizonyitottan hatéssal van. Ez a MY C2
és H2A, azonban ezeken kivil természetesen még szdmos més szerepe is van peldaul a
viragzasban, patogének elleni védekezésben, gyokér differenciacioban vagy hormon

szignalizacidban. ***
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Metil-jazmonsav jelatviteli Gtvonal

A MYC2 egy transzkripcios faktor és a fehérje szintje egy lényeges meghatarozé egyes
fejlodési folyamatokban vagy a kérokozok elleni védelemben, mivel a jazmonsav jelatviteli
atvonalban jatszik fontos szerepet. A MYC2 fehérje sotétben és tavoli vords fenyben
destabilizalodik, azonban a voros és kék fény, illetve a metil-jAzmonsav stabilizalja. 148149168

A jdzmonsav a PUB10 medialt ubikvitindcidval tudja a MY C2 fehérje szintjét szabalyozni. A

= = N N w w
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MS-hez relativ PDF1.2 mRNS szint értékek

th

Col-0 ubpl2-1 Ws ubpl2-3

17. dbra Az ubp12-1 és ubp12-3 mutansokat a nekik megfeleld vad tipusa (Col-0, Ws) névényekkel
egyltt MS+1% cukor tartalma taptalajon novesztettiik, 5 UM metil-jazmonsav (MeJA) jelenlétében
vagy anélkiil, 14 napig 22°C-on, 16L.:8D fotociklusok mellett. A mintakat a nappal k6zepén szedtik.
Az abrén lathatd, hogy a PDF1.2 gén expressziojat befolyasolta a MY C2 ubikvitinacios szintje, ezt
kvantitativ PCR reakcioval mértiik. Az értékeket TUBULIN2/3 értékeire normalizaltuk, majd a nem
indukalt MS minték értékeire. A hibasavok a SE értékeit reprezentéljak. A csillagok a Student's t-
teszttel meghatarozott szignifikans kulénbségeket jelzik: ** P < 0.01.

o

PUB10 E3 ligazként ubikvitin molekulékat kapcsol a MYC2 fehérjéhez, igy azt kijelolve a
degradaciora. Ez az egyetlen eddigi ismert molekula, ami a MYC2 instabilitasat tudja okozni.
189 Ahhoz, hogy a MYC2 stabilizalodhasson és igy fel tudjon halmozddni, sziikség van arra,
hogy az ubikvitin molekuldk el legyenek réla tavolitva. Ezt a szerepet tolti be az UBP12. Az
UBP12 stabilizalja MYC2-t, ennek hatasara pedig a PLANT DEFENSIN 1.2 (PDF1.2)
expresszios szintje csokken. 11114915 A PDF1.2 gén egy etilénre és jazmonatra reagald névényi
defenzint kodol, mely véd a kartevok ellen. Kimutattak, hogy ubp12-1 null mutans esetében,
amikor egyaltalan nincs UBP12 expresszio, akkor a PDF1.2 fehérje szint magas marad, hiszen
a MYC2 nem képes stabilizalodni, igy pedig a PDF1.2 szintje nem csokken. Elvegeztik mi is
a kisérletet ugyanigy az ubpl2-3 mutanssal, azonban ebben az esetben erésen csokkent a

PDF1.2 szintje, teljesen ellentétes hatast jelezve (17. abra).
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Hiszton 2A

Az UBP12 mésik célpontja a hiszton 2A (H2A). A hisztonok a kromatin sszerendez6désében
jatszanak szerepet, a hisztonokat érintd6 moédositasok pedig a kromatin allapotara vannak
hatassal, hogy az milyen kompakt legyen. A minket érint6 UBP12 egy ubikvitin proteaz
ubikvitint, hasit le méas molekulakrol, tébbek kdzott igy a hiszton 2A-rol is. A hiszton 2A-rdl
monoubikvitint tud lehasitani, ennek eredménye pedig kromatin kondenzécid, aminek

5 71 mCol-0 ubpl2-1 mWs mubpl2-3

**

X **

(5]

g4 -

N **

w

2

o i *
£ 3 1
=

N

© -

E 2

o

[y

L

= 11

=

|0k B B L

HIPP22 JAZ1  MAF5

18. &bra Az ubpl2-1 és ubpl2-3 mutansokat a nekik megfelelé vad tipusa (Col-0, WS)
ndvényekkel egyutt %2 MS téptalajon novesztettik, 14 napig 22°C-on, 16L:8D fotociklusok
mellett. A mintdkat a nappal kozepén szedtiik. Az abréan lathatd, hogy a kivalasztott gének
(HIPP22, JAZ1, MAF5, FLC) expressziojat befolyasolta a hiszton 2A ubikvitinacios szintje, ezt
kvantitativ PCR reakcidval mértiik. Az értékeket TUBULIN2/3 értékeire normalizaltuk, majd a
megfelel6 vad tipusu mintak értékeire. A hibasavok a SE értékeit reprezentaljak. A csillagok a vad
tipushoz viszonyitott szignifikans kilonbségeket jelzik, Student's t-teszttel meghatarozva: * P <
0,05, ** P < 0,01.

kovetkezmenyeként egyes gének transzkripcidja gatlodik. Ilyen gének a HEAVY METAL
ASSOCIATED ISOPRENYLATED PLANT PROTEIN 22 (HIPP22), JASMONATE-ZIM-
DOMAIN 1 (JAZ1), MADS AFFECTING FLOWERING 5 (MAF5) és a FLOWERING LOCUS
C (FLC). '5"1%8 Ertelemszeriien, ha nincs protedz, akkor nincs ami lehasitsa ezeket a
monoubikvitin molekulakat, azaz nincs heterokromatinizacio és a gének szabadon atiroédhatnak.
fgy ennek megfeleléen a null-mutans ubp12-1 esetében, ahol nincs ubikvitin proteéz, ott a vad
tipushoz képest, a mutansnal magasabbak a fentebb emlitett gének expresszidja. Mi is ezt
kaptuk, mikor elvégeztik a kisérletet az ubp12-1 esetében. Azonban az ubp12-3 Uj alléInal, ahol
ugyanezt varnank, hogy alacsony lesz ezeknek a géneknek az expresszidja, nem ezt kaptuk

eredménydil. Itt ugyanis a vad tipushoz képest is alacsonyabb a transzkripcios szint. Ez arra
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enged kdvetkeztetni, a MY C2 eredmenyeivel egyutt 6sszevetve, hogy az ubp12-3 egy olyan Uj
allel, amely az UBP12 talmiikodését okozza a mi kisérleti korilményeink kozott.

Az ubpl12-3 mutacié hatasa a viragzasra

Lathattuk a mér leirt kisérletek eredményei sorén, hogy vannak olyan folyamatok, melyekben
az UBP12 direkt hatdsa volt megfigyelhetd, mint a MYC2 és a H2A esetei. Ezeknél az ubpl12-
3 és a null mutans ubp12-1 fenotipusai kiilonb6z6ek voltak. Azonban abban az esetben mikor
az UBP12 indirekt modon befolyasol valamilyen folyamatot, akkor a két ubp12 mutans alléInal
hasonlé fenotipus kialakulaséat is elképzelhetd, ilyen a megvaltozott cirkadian 6ra miikodése is,

hisz mindketté mutans két oraval révidebb periddussal rendelkezik.

Az eddig emlitett tulajdonsagain kivil az ubp12-3 mutans még rendelkezik mas fenotipusokkal
is, egyik ilyen a korai viragzas. Ez a korai viragzas azt jelenti, hogy rovid nappalos (8L:16D)
korulmények kozott tartva a ndvényeket, az ubp12-3 korébban kezd el viragozni, mint a vad
tipusu tarsaik. Novényeknél az ora altal idézitett folyamatok koziil az egyik legjobban
tanulmanyozott terilet a viragzas fotoperiodikus szabalyozasa.

A viragzast két fo gén és azok génterméke szabalyozza, a CONSTANS (CO) és a FLOWERING
TIME (FT). A nappal folyaman elkezd termelddni a CO fehérje. A CO mRNS atirodasa a
cirkadian ora altal szabalyozott, majd a termelddott fehérjéket a fény stabilizélja, igy a nap
sorén egyre magasabb lesz a szintje. A felhalmozddott CO az FT transzkripcidjat indukalja
levélben, majd FT az apikalis merisztémaba szallitdédik és bekapcsolja a virdgzast indukalo
géneket. Az FT expresszidja kizar6lag hossz( nappalon tud aktivalodni, mert ekkorra
halmozodik fel megfelelé szintre a CO. Ha rovid nappalos korilmények kozétt neveljiuk a
novényeket, akkor a CO fehérje nem tud kelld mennyiségiire felhalmozodni, hiszen hamarabb
lesz sotet, vagyis nincs fény, ami stabilizdlja a megtermel6dott CO fehérjéket és igy az FT
transzkripcioja sem fog indukalodni. Igy a viragzas kései lesz olyan névényekben, melyeknek
a periodusa kozel 24 ora. A kései viragzas a hosszi nappalos kortilményekkel (16L:8D)
Osszehasonlitasban értelmezhetd. A hosszu nappalok soran a fény hatékonyan stabilizalja a CO

fehérjéket, amelyek indukalhatjak az FT gén transzkripcidjat.

Az ubpl2-3 mellett az ubp12-1 nullmutanst is megfigyeltik hossz( nappalos korilmények
kozott. Korabbi kutatomunkak sordn mar leirtak, hogy ubp12-1 korai viragzasu és ezt a H2A
altal okozott kromatin-kondenzacioval magyaraztak, ami ubikvitinaciotol fugg, és egyes gének,
mint példaul FLC, nem tudnak megfeleléen kifejezddni. Ezért ellendriztiik az ubp12-1 mutans

fenotipusat az ubp12-3 mutansunkkal egyitt (19/A. abra) és azt kaptuk, hogy révid nappalos
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(SD) kortlmények kdzott a kettének nagyon hasonld volt a fenotipusa viragzas szempontjabol.
Mindez arra utalhat, hogy a viragzasi idét az UBP12 kodzvetett mddon szabalyozza,
valoszintileg a cirkadian ora sebességének befolyasolasa (novelése) révén. A 8 Ora fény, 16 ora
sotét rovid nappalos kortlmények kodzott a két mutans a tizedik nap kornyékén kezdett el

viragozni, viszont a nekik megfelel6 6kotipust vad tipusok (Ws és Col) esetében tébb mint 20
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19. &bra Col, ubp12-1, Ws és ubp12-3 ndvény vonalakat neveltink féldben, 22°C-on kiilonboz6
fény/sotét kortlmények kozott. A viragzasi id6 a rozetta levelek szama alapjan lett meghatarozva,
mikor a virdgzati tengely elérte az 1 cm-t. A) A ndvényeket révid nappalos (8L:16D)
korilményeken neveltiik. B) A T21 ciklusok hatasanak tesztelése az ubp12 mutansok révid nappal-
specifikus korai viragzasi fenotipusara. Ehhez a vizsgalathoz a novényeket 7 éras vilagos/14 6ras
sotét fotociklusokban neveltiik. Osszehasonlitasképpen mellette a normal (T24) révid nappalos
korilmények eredményei lathatok. A grafikonok harom fliggetlen kisérlet atlagat mutatjék,
mindegyik genotipusonként 30-40 egyedi novényt vizsgaltunk. A csillagok a vad tipushoz
viszonyitott szignifikans kilonbségeket jelzik, Student's t-teszttel meghatarozva: * P < 0,05, ** P <
0,01, *** P < 0,001.

nap volt sziikséges a viragzati tengely megjelenéséhez. Mivel mindkét mutansrol tudjuk, hogy
rovidebb peridédusuak a vad tipushoz képest, ezért megnéztik a virdgzast olyan koérilmények
kozott is, ahol a fény/sotét ciklusok hossza (vagyis a nap id6tartama) megfelel a mutansns ora
altal meghatarozott értéknek (19/B. abra). Ez a T-ciklus kisérlet, rovid nappalos kériilményeket
allitottunk be, révidebb napon, azaz 7 ora fényt kovetéen 14 Ora sotét kovetkezett, egy nap
hosszlsaga igy 24 oOra helyett 21 6ra volt, de a nappal-éjszaka aranyai megfeleltek a 24 éras
rovid nappalnak. A T21 cikluson nevelt ndvények esetében megallapitottuk, hogy a mutansok
ugyanannyi id6 utan kezdtek el viragozni, mint ahogyan a nekik megfelelé Okotipusu vad
tipusok is. llyenkor a révid periodust novények olyan kortlmények kozé kertilnek, ami

szamukra normalis hosszisagh napnak tekintendd, ugyanugy ahogy a vad tipusu névényeknek
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a 24 Gra hosszusagu nap. Itt tehat elértiik azt, amit mar kordbban mas kutatok is megmutattak,
hogy amikor a ndvény azt a nappal/éjszaka ciklust érzékeli, ami a cirkadian oréjanak
miitkodésével egyezik, akkor az addigi észlelt viragzas fenotipus eltiinik, hiszen a kiils6 és belsd
kornyezet periédusa megegyezik, ez pedig visszadllitja a normal viragzasi idst. 17
Osszeségében kisérletiinknek eredménye azt mutatja, hogy a T-ciklus megsziinteti a Korai
virdgzas fenotipust, tehat ennek a fenotipusnak a kialakulasaért legnagyobb valdszintiséggel a

megvaltozott Ora a felelds, az UBP12 funkcié megvaltozasa kozvetett mddon jarul hozza.

Az ubpl12-3 mutacio hatasa a hipokotilra

Mivel a cirkadian oranak van egy bemeneti oldala, amin keresztil a fény hatassal lehet az éra
miikodésére, ezért a cirkadidn Orara esd vizsgalatok koziil az egyik fontos és kihagyhatatlan
lepés a fotomorfogenikus valasz megfigyelése, jelen esetben a hipokotil hosszanak megmeérése.
Ennek megfeleléen cselekedtink mi is és megmértilk a hipokotil megnytlas fény Aaltali
gatlasanak mértékét voros, tavoli voros es kék fényeken is, kiilonboz6 fényintenzitasokon.
Ahogy az az abrédkon is lathato, tavoli vords és kék fény (20/ B, C &bra) esetében egyik
fényintenzitdson sem volt kilonbség a vad tipusu és az ubpl2 mutans névenyek hipokotil
hosszaban. Azonban voros fényen (20/ A. abra) mar megfigyelhet6 egy jelent6sebb kulonbseg
mind a vad tipushoz képest, mind a két mutans kdzott. Az ubpl2 mutansoknal a hipokotil
megnyulas voros fényre hiposzenzitiv valaszt adott, vagyis a megnyulas gatlasa kevéshé volt
sikeres, a vad tipushoz képest hosszabb hipokotillal rendelkeztek. Az ubp12-1 mutans az 6sszes
fényintenzitdson mérve a vad tipushoz képest hosszabb hipokotillal rendelkezett. Az ubp12-3
muténsnal a hipokotil megnyulas alacsonyabb fényintenzitasokon nem volt egyértelmiien
megfigyelhetd, de magasabb fényintenzitasokon az ubp12-1 mutanshoz hasonl6 valaszt adott.
A két mutans kozti fenotipikus hasonlosag arra utalhat, hogy a hiposzenzitivitas valdszintileg a

virdgzashoz hasonldan a megvaltozott oramiikodés eredménye lehet.
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A) 1 - 20. abra
A hipokotil megnyulasanak voros fény altali
0,9 - gatlasa ubp12 mutansokban kiilénbozik a vad
08 A tipustol. A kisérlet elvégzéséhez a magokat 4
N réteg nedves szlirGpapirra szortuk, 3 napig
80,7 sotétben, 4°C-on tartottuk, majd kiilonbozd
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> 04 A hipokotiljat mértik le. A hipokotilok hosszat
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o hataroztuk meg, és a sotét kontrol értékeire
0,2 4 lettek normalizalva. Genotipusonként 30-40
0,1 - névény lett mérve minden kilén assay soran.
0 A grafikonok 3 kiilonboz6, fiiggetlen mérés

) ) ) ’ atlagait mutatjak. A hibaértékek a Standard
0,0 0,1 1,0 10,0 100,0 Error (SE) értékek.

Voros fény fényerdssége (wmol m2 s1)

B)
1 - . Col-0 C) 1 - Col-0
\u/\tl)p12-l 1 ubp12-1
o —o—=Ws ——\Ws
0,8 - —e—ubpl2-3 0,8 A —o—ubpl2-3
2 o
S 8
= =
% 0’6 7 = 0,6 b
~ o
3 S
=2 Q
= 2
204 1 S04 -
S kS
@ &
012 T 0,2 N
0 0

00 01 10 10,0 1000 00 01 1,0 10,0 100,0

Tévoli-voros fény fényerdssége (Umol m2 s1)

K&k fény fényerdssége (umol m?2 s1)

UBP12 homoldgok

Ahogy arra mar fény derilt, az ) mutansunkban, a nukleotid cserének koszonhetd
aminosavcsere az UBP12 gént érinti. Az Arabidopsis genomban tébb UBP-t kddold szakasz is
van, kozulik az UBP12 és UBP13 ketten alkotnak egy alcsaladot kézos tulajdonsaguk, az N-
terminalisan elhelyezkedd6 MATH domén jelenléte miatt. A MATH domén jelentésége, hogy
egy fehérje interakcios domén és receptorokhoz vagy egyéb fehérjékhez vald kotodést
szolgélja. Egy masik jelentds kiilonbség a MATH domén jelenlétén tGlmutatva, hogy a tobbi
UBP az UBP26 kivételével nem rendelkezik azzal a szerin aminosavval, ami az USP doménben

talalhato és mutacid soran fenilalaninna cserélédott.
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Erdekes, hogy Arabidopsis-on belill UBP12-vel csak az UBP13 homoldg, a tobbi novényi
ubikvitin protedzzal nem, viszont mas eukariota organizmusokban talalkozhatunk UBP12-h6z
hasonlé USP-vel, ami MATH doménnel is rendelkezik. Tovabba az is meglepd, hogy nagyobb
fokd homologiat mutat ezekkel, mint az Arabidopsis UBP-kel. MATH domén mellett a t6bbi
eukariota organizmusban megnéztiik a 327-es pozicioju szerin aminosavat is homoldgia
kérdése okan és azt kaptuk, hogy nagy fokd konzervaltsdgot mutat. Az, hogy ilyen magas szint(i
konzervaltsdgot mutat ez a szerin aminosav talan azt jelzi eldre, hogy mennyire fontos szerepet
tolt be a fehérje funkciojaban. Ezt igazoljak az eddigi eredményeink is, melyek soran lathattuk,

hogy a mutécio jelentésen valtoztatott UBP12 funkcidjan.

Az UBP12 szerepe a ndvényi 6raban

Ahogy arrdl mar szo esett, az UBP12 részt vesz a novényi o6ra mikodésében. A novényi
cirkadian ora egyik f6 eleme a ZEITLUPE. Ez a fehérje GIGANTEA-val kodlcsonhatva
stabilizalodik, melynek kovetkeztében szintje novekedni fog. A ZTL is stabilizalja Gl-t.
Korabban mar egy masik kutatdcsoport bemutatta, hogy szerintik az UBP12 ennek a két
elemnek a deubikvitinaciojaval és az ezaltal valo stabilizaciojukkal vehet valdsziniileg részt a
cirkadian éranak a miikodésében. ¥ Kivancsiak voltunk, hogy a két ubpl2 mutans, amik
ugyanolyan periédus fenotipussal rendelkeznek, vajon ugyanolyan molekularis
mechanizmussal is vesznek részt a cirkadian 6raban? Ennek tesztelésére megnézettilk a ZTL
szinteket az ubp12-1 és az ubp12-3 mutansokban is, természetesen a nekik megfeleld vad tipusu
novények ZTL szintjével egyltt. Az ubp12-1 mutansnal korabban azt irtak le, hogy az ubp12
és ubp13 mutansokban csokkent a ZTL fehérje szintje, azonban ezzel egyltt ZTL targetjének,
TOC1 fehérje mennyisége is. "% Ugyanezt a hatast mar leirtak gi funkciovesztéses
mutansokban is. Mindebbdl arra kdvetkeztettek, hogy GI az UBP12 és 13 protedzokkal képes
ellenstlyozni ZTL aktivitasat, igy tud felhalmozodni a TOC1 szintje még a degradacidja elott.
Valamint ZTL szintje is bar lecsokkent, mégis maradhatott egy olyan szinten, ami fényben
csokkenthette a TOC1 szintjet. Ez kulonbozott attol, amit a HSP90 aktivitas gatlasakor
tapasztaltak, alacsonyabb ZTL, de magasabb TOC1-szinteket eredményezett. VVagyis szerintiik
a HSP9O0 sziikséges a ZTL fehérje éréséhez és aktivitasanak elGsegitéséhez. gy kutatasukkal
azt bizonyitjak, hogy GI szerepe kettés. Egyrészt HSP fehérjéket toboroz ZTL érésenek
elésegitéséhez, masrészt az UBP12 segitségével segit a ZTL targetjeinek deubikvitinalasaban.
Ezek alapjan gondolhatjuk, hogy a mi mutansunk esetében is hasonl6 ZTL, TOC1 és Gl
szinteket kapnank, hiszen a fenotipus hasonlé a két mutansnal. Ennek ellendrzése érdekében

néztiik meg a ZTL szinteket (21. abra). A mintak ZT13 eés ZT15-nek megfelelé idépontokban
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lettek leszedve, ugyanis ez az az idépont, amikor 12-12 Ora fény/sotét ciklusok alatt ndvesztve,
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21. dbra (A) A jelzett genotipust csirandvényeket 3% (w/v) szachardzzal kiegészitett
MS taptalajon neveltik 12 6ras fény/12 6ras sotét fotociklusban 7 napon keresztiil, és
ZT13 és ZT15 id6pontban szedtiik le. A mintakat SDS-PAGE segitségével elemeztik,
majd a blotokat ZTL-antitesttel (0-ZTL) vagy adenozin-kinaz antitesttel (a-ADK)
hibridizaltuk. A nyil a ZTL-specifikus sav helyzetét jelzi. (B) A kemilumineszcens
jeleket szamszersitettilk, a ZTL értékeket a megfelel6 ADK jelekre normalizalva
mutatjuk. A grafikonok 3 fliggetlen kisérlet atlagat mutatjak. A csillagok a Welch-féle
kétmintas t-teszttel meghatéarozott szignifikans kulénbségeket jelzik: * P < 0,05, ** P <
0,01, *** P < 0,001. n.s.: nem szignifikans.

a névényekben a legmagasabb a ZTL fehérje szintje. A korabban kozo6lt adatokkal ellentétben
97 azt kaptuk, hogy ubp12-1 mutansban a ZTL szintje nem lecsokkent, hanem megemelkedett,
az ubp12-3 mutansban pedig nem valtozott. Ezen adatok alapjan ugy gondoljuk, hogy a mi
kisérleti korilményeink kozott nem a ZTL fehérje stabilizalasan keresztiil vesz részt az 6ra
miitkodésében az UBP12. A Gl szinteket sajnos - jol miikodé ellenanyag hianyaban - nem tudtuk
ellendrizni. Igy a tényleges folyamat, aminek soran egy alul- és egy talmiikodé UBP12

ugyanazt a cirkadian fenotipust képes okozni, feltaratlan marad.
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Foszforilacio

Az eddigi eredményeink alapjan arra kovetkeztettiink, hogy mivel az S327F mutacié az UBP12
tobb funkcidjara is valamilyen hatast gyakorolt, legnagyobb valosziniiséggel egy olyan
problémardl lehet akkor sz6, mely az egész fehérjére, funkcidjara, de leginkabb az aktivitasara
van hatdssal. Mindennek tesztelesére fehérjét termeltettlink bakteridlis rendszerben.
Koexpresszaltattuk baktériumban az UBP12WT és UBP125%27F géneket az Arabidopsis ubikvitin
extenzids fehérjével (UBQL). Az UBQ1 természetes szubsztratja az ubikvitin proteazoknak. A
fehérje N-terminalis részén talalhat6 egy ubikvitin peptid és egy alfa-peptid kotés segitségével
tudnak a fehérje ismeretlen funkcioju C-terminalis részéhez kapcsolodni. Azt mar tobb helyen
is megmutattak, hogy az ubikvitin protedzok az N- és a C-terminalis részek kozott hasitjak az
UBQZ1 ubikvitin extenzios fehérjét, melynek kovetkeztében egy ubikvitin peptid szabadul fel.
Ez Western blot analizis segitségével jol detektalhatd, igy mi is ezt a modszert alkalmaztuk.
Eredményeink alapjan a teszt megfeleléen mitkodatt, az UBP12WT esetében a protedz aktivitas
egyértelmiien detektalhat6 a hasitasi termék megjelenése révén (21. dbra). Azonban ugyanezt
tapasztaltuk az UBP125%27F mutansnal is. A mutaci6 igy meglepd modon, de kozvetleniil nem

befolyasolta az enzimaktivitast.

Korabban sz6t ejtettem arr6l, hogy a szerin egy olyan aminosav, mely gyakran foszforilalodik.
Olyannyira gyakran, hogy eukariotakban ez a leggyakrabban foszforilalédé aminosav.
Figyelembe véve, hogy az UBP12 S327F mutécidjanak van fenotipusa, nem teljesen alaptalan
sejtekben, és ez hatéassal van az enzim aktivitasara. HosszU ideje ismert és alkalmazott mddszer,
mikor egy adott aminosav foszforilacidjanak a fehérje biokémiai/funkcionalis tulajdonsagaira
gyakorolt hatasat bizonyos aminosavcserékkel utanozzak. Ha azt szeretnék elérni, hogy az egy
nem foszforilalt szerin aminosavat mimikaljon, akkor lehet példaul alanint (A) vagy fenilalanint
(F) hasznalni, de ha ennek éppen ellenkezdje a kivanatos, akkor tokéletesen megfeleld a
glutaminsav (E) vagy az aszparaginsav (D) az allandoan foszforilalt allapotban 1év6 szerin

utanzéasahoz. Az altalunk azonositott S327F mutacio esetében a fenilalanin mimikalhat egy nem
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foszforilalt szerint, ez a mutaciéo megakadalyozhatja a foszforilaciot ebben a pozicidban, és igy
megvaltoztathatja az UBP12 miikodését a ndvényben.

Ezért a hipotézisiink tesztelésére a mar meglévé UBP12WT és UBP12%%27F valtozatok mellett
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22. dbra Az UBP12WT, UBP125%%"F UBP12%%2"A vagy UBP125%?0 fehérjéket N-terminalisan
fuzionaltattuk His taggel (His6x) és az UBQ1 fehérjével egylitt expresszaltattuk E.coliban. A
baktérium kulturdk nyers kivonatdt SDS-PAGE géleken futtattuk meg. Az UBQ1 extenzids
fehérjérél lehasitott egyedilalld ubikvitin peptidek (mono Ub) lehasitasat anti-ubikvitin
antitestekkel (a-Ub) mutattuk ki Western blotokon. Az expresszalt kiilonbozé UBP12 fehérjék
szintjét anti-His6x antitestekkel (a-His) vizsgaltuk.

létrehoztuk UBP12%%27A és UBP12%%2'D vdltozatokat is, majd kifejeztettiik a bakterialis
expresszios rendszerben (22. dbra). A Western blot analizis elvégzése utan azt kaptuk, hogy az
UBP125%27A hasonl¢ protedz aktivitast mutatott a UBP12WT és UBP125%'F valtozatokhoz
képest. Azonban ez az aktivitas mar egész mast mutatott a UBP125%27P vagasi hatékonysaganak
megfigyelésénél. Az eddigiekhez képest szignifikdnsan kevesebb mennyiségli lehasitott
ubikvitin molekulat lathatunk, vagy a proteaz aktivitasa csokkent. Ezeket 6sszegezve azt adatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy az S327 foszforilacidja gatolja az UBP12 aktivitasat.
Tovéabba valdszintisithetd, hogy az S327F mutacié az UBP12 latszélagos tulmiikodését

okozhatja névényben a gatlé foszforilacio megakadalyozasaval.
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Az uhdl

A nagy volumenii mutans szlirés soran egy masik észlelt cirkadian 6éra mutansunk az rs2 (red
screen 2) volt. Ez a vad tipushoz képest korllbelil 2-3 6raval (23. &bra) volt hosszabb
periodusu, ami annyit jelent, hogy a periédushossza 26,67 +/- 0,25 éra.
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23. abra Az rs2 nevii cirkadian 6ra mutans azonositasa periddushossz mérés alapjan. Az
abran a CAB2:LUC riportergén ritmikus expressziojat lathatjuk WT és rs2 (uhd1-1)
mutans novényekben. A mérés voros fényben tortént (10 umol m2st). A gorbék 24 névény
periddusanak atlagabol lettek abrazolva.

Ahogy az ubpl12-3 esetében is tettlk, itt is érdemes megnézni, hogy a fény milyen hatassal van
erre a mutacio fenotipikus megnyilvanulaséra, mivel a fény erds befolyassal van a cirkadian 6ra
sebességére, igy a kiilonb6z6 fényerdsség vagy mas hullamhosszon valé megvilagitas is
okozhatta a fent latott fenotipust a bemeneti oldalon keresztil. A tesztelésére ismét a
CAB2:LUC riporterkonstrukcio altal lathatova tett periédusokat mertik (23. abra) folyamatos
voros és keék fényeknek, illetve kilonbozo fényerdsségeknek kitéve. Mindkét esetben azt
kaptuk eredményiil, hogy az rs2 novenyek periddusa a leirt 2-3 6raval volt hosszabb a vad
tipushoz képest minden fényerdsségen, voros €s kék fényen is. Ebbdl kovetkezdleg a mutacio
nem a fény bemeneti oldalt érinti, hanem az éra k6zponti oszcillatoranak egy vagy tébb elemére

lehet hatéssal.
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24. abra Fényer6sség-fliggés gorbe (FRC) folyamatos voros (A) és kék (B) fényben valo
mérésrél. A CAB:LUC markert hordozo rs24 és WT novények elézetesen 12 h fény:12
h s6téten nevelkedtek, majd folyamatos voros fénybe keriltek. A lumineszcencia értékek
4-5 napon at lett rogzitve. A hibaértékek 3-4 fiiggetlen mérés eredményeib6l szarmaznak.

Annak felderitésére, hogy melyik gén szenvedett mutaciét, ami az észlelt fenotipust okozta,
kutatdcsoportunk szekvencia alapu térképezést hajtott végre. A térképezés soran 6 lehetséges
I6kusz volt, ami SNP mutécioval rendelkezett. A potencialis gének a kdvetkezok voltak: HIPP3,
NEN2, PP7, VPS20.1, At5g64430, ABC1K8. A mutaciot okoz6 SNP-t tartalmazd gén
egyszeriibb modon toérténd azonositasara komplementacios tesztet végeztiink el. A 6 jelolt gént
Agrobacterium medialt géntranszfer segitségével Kkifejeztettik rs2 mutans hattérben és
megmeértik a periddusokat rs2 és vad tipust ndvényekkel egyitt. Mikor ezekkel a lehetseges

génekkel elvégeztik a komplementéciot (25.4bra), kdzullk csak az AT5G64430 névre hallgato
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gén esetében volt ez sikeres, a tébbi gén nem hozta helyre a fenotipust. igy ennek a génnek

UHD1 (UNHURRIED) lett a neve a 2 6réval hosszabb periédus miatt és ezért kapta mutansunk

2.5
WT uhd1-1 35S:AT5G64430 in uhd1-1

1.5

0.5

CAB2:LUC lumineszcencia érték

0 24 48 72 96 120 144
1d6 folyamatos voros fényben (h)

25. dbra Az abrén sziirkével jel6lve lathatjuk az AT5G64430 gén 35S viralis promdter altal hajtott
génexpresszidjat. A gént CAB2:LUC riporter konstrukciét hordoz6 uhdl-1 mutans héattérben
fejeztettlink ki. Latjuk mellette a vad tipust (WT) és az uhd1-1 mutans névények ritmuséat és jol
lathatd, hogy a transzgenikus ndvényi vonal komplementéacidja sikeres volt. A mérés folyamatos
voros fényben tortént (10 umol m-2s-1). A gorbék 24 ndvény periddusanak atlagabdl lettek abrazolva.

az uhd1-1 nevet, mint els6 észlelt allélt.

Ennél a mutansunknal, az ubp12-3-hoz hasonléan szintén az V. kromoszéman, annak also
karjan helyezkedik el a mutacidval érintett gén (26. abra). Az altala kddolt fehérje tartalmaz az
N-terminalis részen egy Ugynevezett Phox-Bem1 (PB1) domént. 't A PB1 domén 80-100
elterjedt. Az oligomerizacio egyik kulcsszerepléje, fehérje-fehérje kdlcsdnhatasok létrejottében
segit proteinkoté képességével. Novények esetében a PB1 domént tartalmazd fehérjék 8
csaladba vannak csoportositva attol fliggden, hogy a PB1 domén mellett a fehérje milyen mas
funkcioju doménnel rendelkezik. Egyik csalad ezek kozul a Kinase-derived csalad, mely 13
taggal rendelkezik és k6zos jellemzdjiik, hogy PB1 doménen kiviil nem redelkeznek egyéb
ismert vagy karakterizalt motivummal. Az UHDL1 is ilyen egyedi strukturaval rendelkezik, N-
terminalis részén talalthaté a PB1 domén, a C-terminalis részen viszont nincs semmi eddig leirt
funkcionalis domén. Az uhdl1-1 cirkadian fenotipusat egy tranzicié okozza, amely az UHD1
fehérje C-termindlis részén eredmenyez egy alanin—>treonin cserét. Ez a megfigyelés igy egy

eddig ismeretlen biokémiai funkciojat jelentheti a C-terminalis résznek.
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26. abra Az UHDL1 fehérje sematikus felépitése. A szamok aminosav poziciokat jeléinek. A
zblddel jelzett N-termindlis részen talalhaté a Phox-Bem1 (PB1) domén (kék), mely fehérje
interakciokért felel. A prolin gazdag C-terminalis részen (piros) talalhaté a mutaciét okozo
aminosavcsere (nyillal jelélve), ez a rész nem rendelkezik ismert domén funkcioval.

Eddig tudjuk, hogy a hosszu periodusért az UHD1 gén mutacidja a felelds, azt azonban még

nem tudjuk, hogy a géntermék az 6ranak melyik részére vannak hatassal. Befolyésolja az

oragének transzkripcidjat? Valamelyik kdzponti Orafehérjével hat kdlcson? Mas oOrafehérjek

aktivitasat/stabilitasat valtoztatja meg? Annak okéért, hogy feltarjuk a feladatat, elsd 1épésként

megnéztik, hogy talan az 6ragének expresszidjat befolyasolva vesz-e részt az 6ra bonyolult

halozataban. Ezt ismert kozponti 6ragének mRNS szintjeinek ellendrzésével (27. dbra) kezdtik.

A mérések folyamatos vords fényben nevelt novényekbdl szedett mintdkon lettek elvégezve,

igy megvizsgalhattuk érajuk szabadon futd ritmusat.
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27. dbra WT és uhdl-1 mutans ndvényeket neveltink 12:12 LD kortlmények kozott 7 napon
keresztil, majd folyamatos voros fénybe lettek helyezve (15 pmol m-2s-1). A mintaszedés 3 napon
keresztiil tortént, az abrakon lathato iddpontokban. A mintakbol mRNS szinteket hataroztunk meg
qPCR assay segitségével a kovetkezé géneken: CCAL, LHY, PRR9, PRR7, PRR5, TOC1, GlI, LUX,
ELF3 és ELF4. A mért mRNS szintek a megfeleld6 TUBULIN (TUB) mRNS szintekre lettek

normalizalva. A hibaértékek 3 fliggetlen mérés eredményeib6l dsszegzett standard hibat jelolik.

B 7 I




Ahogy azt lathatjuk az abrak alapjan, CCAL, LHY, TOC1 és GI gének mRNS szintjei nem
valtoztak, azonban a PRR gének (PRR9, PRR7, PRR5) és az esti komplex (LUX, ELF3, ELF4)
elemeinek expresszios szintje lecsdkkent a mutans verziok esetében. Korabban publikalt adatok
alapjan a represszalt gének mindegyike a TOC1 orafehérje transzkripcios szabalyozésa
(gatlasa) alatt all. Nagy eséllyel tehat a fenotipusnak koze lehet TOC1 funkcié megvaltozasahoz
valamilyen moédon. Azonban ahogy lathattuk, a TOC1 mRNS szintje nem valtozott, igy

valoszintileg poszttranszkripcios/poszttranszlacios médositasnak lehet kitéve.

Eleszté kéthibrid rendszer

Az mRNS mérések soran kapott eredményekbdl tehat lathattuk, hogy UHD1 valamilyen mdodon
szabalyozza TOC]1 funkcidjat. A molekularis mechanizmusok részleteinek feltarasara élesztd
két-hibrid rendszerben teszteltiik az UHD1 kapcsolatat TOC1, ZTL és Gl fehérjékkel. Ut6bbi
két fehérjét a TOC1 fehérjevel vald ismert kapcsolatuk miatt teszteltik. A ZTL egy F-box
fehérje, ami TOCL1 fehérje mennyiségét szabalyozza, Gl pedig ennek a ZTL fehérjének a
transzformansokat (28. abra). A rendszerben a GAL4 transzkripcids faktor DNS-k6t6 — (BD)
és a transzkripcié aktivator doménjeit (AD) hasznaltuk, melyekhez egyenként fuzionaltattuk a
teljes hosszusagh UHDI1, TOCI1, ZTL, GI és FLL2 fehérjéket. A kétféle domén kiilonbdzo
plazmidokon lett bejuttatva az éleszté sejtekbe (PJ69-4A), amik hordoztdk a GALL:LUC
riporter konstrukciot. A kiilonb6z6 fehérjék kombinacional egyikhez az AD, masikhoz rendre
a BD f0zios tag lett kapcsolva, valamint az AD és BD énmagaban kifejeztetve, fuzids fehérje
nélkll alkotta a negativ kontrolt. Az élesztok novesztése SD-LW taptalajon tortént, melyben
nem talalhato leucin és triptofan, ezzel szelektalhatunk a plazmidok jelenlétére. A kdlcsonhatas
kialakuldsa pedig SD-LWHA taptalajon valdo novesztéssel tesztelhetd, ha kialakul a
kolcsonhatés, hisztidin és alanin hianyaban is nének a telepek. A kdlcsonhatas erdsségére a

mérhetO luciferaz aktivitas utal.

Az dsszekombinalt fehérjeparok koziil TOCL1 és FLL2 mar publikalt adatok alapjan egymassal
biztosan kdlcsonhatd partnerek, melyet a tesztjeink sordn mi is igazolni tudtunk. Ezen
kapcsolaton kivul léteznek olyan publikalt adatok, melyekben az UHD1-el élesztében
kolcsonhato fehérjékrol szamoltak be. Ezek a kdlcsdnhatésok is sikeresen lettek igazolva sajat
rendszeriinkben. Igy tortént ez az FLL2 fehérje esetében is, mely folyadék-folyadék fazisok
elkiilonitéséért, ezaltal pedig kiillonb6zd citoszolikus és sejtmagi testek kialakitasaért felel.

Elesztdben UHD1 kolcsonhat FLL2 172 és mivel tudjuk azt is, hogy TOC1 is FLL2 kélcsonhatd
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partnere, feltételezhetd, hogy UHD1 kozvetleniil vagy akar kozvetett modon, FLL2-n keresztil

is kotédni tud TOC1-hez.

A TOC1+UHD1 UHD1+TOCA
ZTL+UHD1 UHD1+ZTL
FLL2+UHD1 UHD1+4FLL2
FLL2+TOC1 TOCIRFLL2
TOC1TAD UHD1+AD
ZTL+AD BD+TOC1
FLL2+AD BEE
BD+UHD1 BD+FLL2 |
BD+AD BD+AD
0 5 10 15 20 25 30 D ¥ 0 100 200 . 300
Lumineszcencia, ‘_,0"' R Lumineszcencia
S
C TOC1+UHD1 TOC1+UHD1-NT
TOC1+UHD1mut TOC1+UHD1-CT
ZTL+UHD1mut ZTL+UHD1-NT
FLL2+UHD1mut ZTL+UHD1-CT
BD+UHD1mut FLL2+UHD1-NT
& 0 5 1015202530 FLL2+UHD1-CT
Lumineszcencia
BD+UHD1-NT
§ BD+UHD1-CT
%v
S 0 5 101520 25 30
Q Lumineszcencia

28. dbra A,B) Teljes hosszisagu UHD1, TOC1, ZTL és FLL2 fehérjék lettek fuzionalva GAL4
transzkripcios faktor aktivaciés doménjaval (AD) vagy DNS-k6té doménjaval (BD), majd
GALI1:LUC riporter konstrukciot hordozd éleszt sejtekbe (PJ69-4A) lett transzformalva.
Kontrolként szolgalt az AD és BD egydittese, flzids partnerek nélkil. Az autotrdf szelekciohoz
az élesztd sejtek novesztése SD-LW médiumon tortént, majd SD-LWHA médiumon tortént az
interakciok tesztelése. Az interakciok kvantitativ erdsségének meghatarozasa SD-LW taptalajon
novesztett élesztd kolonidkon tortént, (minden kombinaciobol 5-5 csepp) amiknek
lumineszcenciaja hiitott CCD kameraval lett detektalva. A hibaértékek a Standard Error (SE)
értékeinek felelnek meg 3 fliggetlen mérésbol. A zolddel jelzett oszlopok a hattéren feliili
aktivitast jelolik. Az UHD1 a BD-vel fuzionaltatva tranzaktivaciot mutat, nem értékelhetd
(pirossal jelezve). A kékkel jelzett kombinaciok a tranzaktivalas miatt nem értékelhetéek.

C) Az uhdl-1 mutacié nem befolyasolja az UHD1 partnereivel val6 interakciét. A mutans
UHD1 fehérje fuzionaltatva lett az AD-vel, majd ko-expresszaltatva lett a BD-nel 6sszekapcsolt
TOCL, ZTL vagy FLL2 fehérjékkel élesztésejtekben és az eléz6ekhez hasonloan lettek mérve.
D) Az UHD1 TOC1-el valo kapcsolataért a C-terminalis rész felel. Az UHD1 C- és N-terminalis
részeivel lett fuzionaltatva az AD, majd a TOC1l, ZTL és FLL2 fehérjékkel lett ko-
expresszaltatva élesztdsejtekben és az el6zéekhez hasonloan lettek mérve.




Mindezek mellett olyan interakciokat is sikerdlt feltarni, melyekrdl eddig nem volt kdzlemény.
llyen volt az UHD1 és TOC1 valamint az UHD1 és a ZTL koz6tti kapcsolat. 7#%°" Mindkét
proteinnel viszonylag gyenge, de egyértelmii kdlcsdnhatast mutatott, azonban csak abban az
esetben allithat6 ez biztosan, mikor UHD1-hez volt fuzionaltatva az AD rész, a tobbi fehérje
pedig a BD fuzios toldalékkal volt ellatva. Ugyanis eredményeink azt is megmutattak, hogy
UHD1 binding doménnel val6 fazidjanal az UHD1 sajéat transzkripcid aktivator (tranzaktivald)
funkcioval rendelkezik (28/ B é&bra), igy a fehérjék kozott kialakuld viszonyt nem tudjuk
validalni, ebben a forditott elrendezésben. Ahhoz, hogy kideritsiik milyen médon befolyasolja
a fehérje kolcsdonhatasokat az UHD1 fehérjében tortént mutacid (A469T), a mutans fehérjével
is létrehoztuk a fentebb leirt parositasokat. A mutécié nem volt hatassal a fehérje interakciokra
(28/ C &bra), ami egyértelmiien azt jelzi, hogy a mutans fenotipus kialakulasa nem megvaltozott
fehérje kotodési képességektol fiigg. Mindezeken felll tudjuk, hogy UHD1 rendelkezik N-
terminalisan a PB1 doménnel, ami fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaért felel.
Feltételezhetjiik, hogy ez a része a fehérjének felelés lehet a fehérje kdlcsonhatdsok
kialakitasaért TOC1 és ZTL esetében, ezért ennek a feltarasara megfeleld éleszt6 kisérletek is
el lettek végezve (28/ D abra). Az elvégzett munkak utan az eredményt az abrakon lathatjuk,
miszerint az UHD1 C-terminalis része érintett a kdlcsénhatasok kialakitasanal, nem pedig az
N-termindlis rész, ahol a PB1 domén talalhat6. Az azonositott uhdl-1 muténst létrehozo
missense mutacio (A469T) éppen ezen a C-terminalis részen taldlhatd, viszont ahogy azt
lathattuk, a mutans fehérjéknél ugyanazokat az eredményeket kaptuk, mint vad tipusu
parjaiknal. Ennek megfeleléen a mutacido nincs hatassal a kolcsonhatasokra, ami utan
feltételezhetd, hogy az UHDI rendelkezik egy eddig ismeretlen funkcidval is, amin keresztiil

hatast gyakorol a cirkadian orara.

Hiperszenzitiv fotomorfogenikus valasz fény mennyiségétél és mingségétol

fiiggden

Az 6ramutansokban a megvaltozott 6rafunkcié vagy a mutans fehérje megvaltozott funkcioja
kiilonboz6 fotomorfogenikus valaszokat valthat ki. Ez is egy olyan célpont, mely ki lehet téve
a mutacid kozvetlen vagy kozvetett hatasanak és vizsgalatanak segitségével atfogobb képet
kapunk a rendszer mitkodésérdl. Egyik ilyen fotomorfogenikus valasz a fényre torténd hipokotil
megnyllds géatlasa. Hogy ezt teszteljuk az uhdl-1 mutansban (29. &bra), kiilonb6z6
fényerdsségili voros, tavoli vords €s kék fényben voltak a ndvények novesztve, majd megmeértiik
a hipokotil hosszokat. VVoros fenyben a mutans gyenge, de jol megfigyelhet6 hiperszenzitivitast

mutatott, vagyis a vad tipushoz képest erésebb volt a hipokotil megnyulas gatlasa, ez révidebb
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hipokotilokat eredményezett. Ez a valasz a teljes fényer6sség tartomanyra jellemz6 volt. Tavoli
vOros es kék fény esetében a valasz mar kilonbozott a vords fényben latottaktol. Ezeknél a
fényeknél is volt hiperszenzitiv valasz, azonban ez csak az alacsonyabb fényerdsségeknél
mutatkozott meg. Ezek a megfigyelések 6sszhangban lehetnek a fitokrom A altal kozvetitett

jelatvitel mérsekelt fokozodasaval.
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29. abra A hipokotil fény altali gatlasa uhd1-1 mutansban kilénbdzik a vad tipustol. A kisérlet elvégzéséhez a
magokat 4 réteg nedves sziirdpapirra szortuk, 3 napig sotétben, 4°C-on tartottuk, majd kiilonb6z6 fényeken
(voros, kék, tavoli voros) neveltiik, kiilonb6z6 fényerdsségeken. Kontrolnak sotéten nevelt névények hipokotiljat
meértiik le. A hipokotilok hosszat Imagel képszerkesztd program segitségével hataroztuk meg, és a sotét kontrol
értékeire lettek normalizalva. Genotipusonként 30-40 ndvény lett mérve minden kiilon assay sorén. A grafikonok
3 kiilénb6z6, fuggetlen mérés atlagait mutatjak. A hibaértékek a Standard Error (SE) értékek.

Az uhdl-1 mutacio hatasa a viragzasra

Ahogy azt mar az ubpl2 esetében lathattuk, a viragzas is nagymertékben fligg a cirkadian
peridédus hosszatol. Feny-sotét ciklusokon nevelve a ndvényeket a rovid és hosszu periddusu

novények fenotipusosan el fognak kilondlni amennyiben a virdgzasukat vessziik figyelembe.
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Ennek f6 oka a CONSTANS (CO) gén kifejezOdése, mely az elsédleges virdgzasi géen. Vad
tipusi novényekben kifejezodésének cslcsa hosszU nappalon fény szakaszra esik, rovid
nappalon sotétre. A CO felhalmozddasa fényfiiggd, ennek tekintetében igy a rovid periddussal
rendelkez6 novények rovid nappalon koran, a hosszu periodussal rendelkez6é névények pedig

hosszt nappalon késén fognak viragozni. 1”® Az uhd1-1 mutans hosszu periddust, igy azt
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Rozetta levelek szama

WT uhd1-1 WT uhd1-1

Raévid nappal (8L/16D) Hosszu nappal (16L/8D)

30. bra Az uhd1-1 mutanshan a viragzas késleltetett hossz( nappalos kérilmények kozott. A vad
tipust (WT) és uhd1-1 mutans magok foldre lettek kiszérva, majd 1 hétig 4°C-on tartottuk. Az id6
letelte utdan a novényeket 22°C-on neveltik révid (8L/16D) vagy hosszu (16L/8D) nappalos
koriilmények kozott. A virdgzasi id6 a rozetta levelek megszamolasaval tortént, amikor a viragzati
tengely elérte az 1 cm hosszusagot. A hibaértékek a Standard Error (SE) értékeinek felelnek meg.

varjuk, hogy ennek megfeleléen a viragzasa kései lesz hosszli nappalos koriilmények kozott.
Ehhez a megfelelé koriilmények kozott valo kisérleteink elvégzése utan (30. abra) a vartnak
megfeleld eredményeket kaptunk, vagyis rovid nappalon a virdgzas a vad tipusu névényhez
hasonlitott, hosszi nappalon viszont a vad tipushoz képest késébb viragzott. Ez a fenotipus
dsszhangban van azzal a modellel, amely szerint a késdi viragzast a CO expresszidjanak

késleltetett fazisa okozza a hosszu periddust uhd1-1 mutansban.
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Eredmények értékelése

A cirkadian 6ra egy meglehetdsen bonyolult szerkezet. Alkotoelemei a kiilonb6zo él61ény
csoportokban valtozoak, azonban jellemz6 egy altalanos egység a miikodési elvében és szamos
olyan elem talalhatd benne, mely a kiilonboz6 fejlodési agak ellenére homoldgiat mutat. A
résztvevé molekulak feltarasaval egy atfogobb képet kaphatunk az 6ra miikodésérél. Mindez
azért fontos sz&munkra, mert bar a napok hossza nem valtozik, de a kdrnyezetink igen és egyre
gyorsabb tempdban. Felgyorsult életmodunk és a technikai fejlédés rengeteg olyan hatassal
birnak, melyek nagy értékii kornyezeti valtozasoknak mindsiilnek (éjszakai fényszennyezés)
foként a novények részére, melyek helyhez kotott életmodot folytatnak. Természetesen emellett
barmely mas alkalmazkodasban és az életfolyamatok megfelel6 id6zitésének megismerésében
nagy segitséget jelenthet az 6ra alkotéelemeinek feltarasa, hiszen a cirkadian 6ra szdmos

élettani folyamatban t6lt be iranyitd szerepet.

Munkam soran ket 0j cirkadian 6ra gén azonositasaval és szerepének feltarasaval foglalkoztam.
Ezek kozil egyik a kezdetben rs24 elnevezésii mutans volt, melyrdl kideritettiik, hogy az
UBP12 egyik 0j allélja, immar ubpl2-3 nevvel. Az UBP12 egy ubikvitin protedz, mely
ubikvitin molekulakat hasit le célfehérjékrdl. Az ubikvitin molekulak eltavolitasa, egyszoval a
deubikvitinacio egy olyan poszttranszlacios modositas, mely jelentés mértékben képes
befolyasolni fehérjék sorsat, mégpedig az ubikvitin ligazok mitkodésével ellenkezd modon. Ez
jelenthet aktivitasvaltozast, sejtbeli lokalizacié megvaltozasat vagy példaul degradacios
atvonalak elkerulését. Az UBP12, melynek izolaltuk egy missense alléljat -ubpl2-3-,
bizonyitottan részt vesz a cirkadian déra szabalyozasaban, jAzmonsav jelatviteli Gtvonalban és
bizonyos gének epigenetikai szabalyozésban is. Ezt az (] allélt 6sszehasonlitottuk egy masik,
nullmuténs alléllal, mely az ubp12-1. A két allél els6re a cirkadian periddus szerint és egyéb az
orahoz kothetd funkcioknal ugyanolyannak tiint, de tovabbi jellemzésik soran el6keriiltek
olyan fenotipusok, melyek ellentétes irdnyba mutattak. Eredményeink alapjan Ggy gondoljuk,
hogy az ubpl2-3 mutansban az UBP12 aktivitisa megemelkedett egy enzimaktivitast gatlo
foszforilacid megsziintetésével, ez pedig jol magyarazhatja az ubpl2-1 és az ubpl2-3

molekularis hatasa kozotti killonbséget.

Az ubpl2-3 mutans allélrol eldszor is bebizonyitottuk, hogy a kdzponti oszcillatort érinti. A
CAB2:LUC riportergen segitsegével nyomon tudtuk kdvetni vad tipusu és mutans novények
periodusat kék és voros fényen is, kiilonb6zo fényintenzitasokon. Az eredmények egyértelmiien

azt mutattak, hogy fény min6ségétdl és mennyiségétdl fiiggetlentil megmaradt az (j mutansunk
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fenotipusa. Ennek koOszonhet6en ki tudtuk zarni, hogy a mutaciot a fény befolyasolna
valamilyen modon, amibdl pedig kovetkezik, hogy a kozponti oszcillator az érintett rész. Ezt
kovetéen azonositottuk az érintett gént, mely az UBP12 volt, innentdl nevezhettiik 0j ora
mutansunkat ubp12-3 néven. Az UBP12 felépitését tekintve rendelkezik MATH doménnel
valamint C-terminalisan egy USP doménnel, ami tartalmaz Cys- és His-boxokat konzervalt
cisztein és hisztidin aminosavakkal, melyek szlksegesek a protedz funkcio ellatdsahoz. A
genetikai térképezeés utan azt is tudjuk, hogy az ubp12-3 egy missense allél, a 327-es pozicidban
talalhatd szerin aminosav kicserélddott egy fenilalaninra (S327F). Mindezekbdl kiindulva
feltételezhetd volt, hogy az aminosavcsere hatdssal lehetett a fehérje funkcidjara, hiszen két
olyan aminosav is van mar ezen kivil, ami funkcidvaltozast képes okozni, raadasul a mutans
rendelkezik dra fenotipussal is. Els6 1épésekben azt zartuk ki, hogy transzkripcié soran alakul
ki a fenotipus, az mRNS szintek nem valtoztak a vad tipushoz képest. Igy ezt kovetden
gyanakodtunk fehérjeszintii expresszios valtozasokra, de Western blot analizist kdvetéen mar
tudjuk, hogy a transzlacié/degradacid folyamata valdsziniileg nem modosult. Tehat a mutaciod
nem okozott transzkripcids vagy transzlaciés mddositast, a mMRNS és a fehérje szintek is
ugyanolyanok maradtak a mutans névényben, mint a vad tipusban. A fenotipus megjelenése
tehat feltételezhetden egy késébbi, poszttranszlacios modositasnak koszonhetéen alakult ki,

ami hatéssal van példaul a fehérje funkcidjara vagy aktivitasara.

A protedz enzimatikus aktivitdsanak megvaltozasabol kiindulva és hogy ezt bizonyitsuk,
teszteltik az UBP12 két, oratol fuggetlen célpontjat, melyekrél tudjuk, hogy ubpl2-1
mutansnal milyen valtozasok lathatéak a protedz aktivitasanak hianyaban. A target transzkript
szintek a két mutansban teljesen eltérdek voltak egymastol, amibdl feltételezhetd, hogy az
S327F mutéacidé megvaltoztatja a fehérje altalanos funkcidjat, inkabb gain-of-function iranyba.
Mivel ennyire eltérd eredményeket kaptunk a két mutdns esetében, az aminosavcsere
valdsziniileg nem egy hipo- hanem hipermorf allélt hozott létre. Azonban azt se felejtstk el,
hogy a két mutans periddusa megegyezik. Ezen feliil azt is kimutattuk, hogy viragzasi idejiikben
IS megegyeznek, rovid nappalon ugyanis korai viragzas fenotipussal rendelkeznek. Ha a korai
viragzas kialakitasaban kozvetlen médon venne részt az UBP12 megvaltozott aktivitasa, akkor
ennek megfeleléen a két mutansnak kiilonbozd virdgzasi idét kéne mutatnia. Mivel nem ezt
lattuk, valosziniinek gondoltuk, hogy ennek a fenotipusnak a kialakitasat az 6ra rovid periddusa
okozza. A T-ciklus segitseégével bebizonyitottuk, hogy a korai viragzast valoban a megvaltozott

Ora okozza és nem az UBP12 fehérje missense mutacidja
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Igy a kérdés az, hogy hogyan képes egy hipomorf és egy hipermorf mutans ugyanazt a cirkadian
fenotipust okozni? Masik kérdés, hogy a mutacionk recessziv a teszteld keresztezés eredményei
alapjan, ennek ellenére viszont talmiikodést mutat? Utobbi kérdésiinkre valaszt adhat egy
fitokrom mutans. A phyB-401 mutans egy recessziv mutacio, de hiperaktivitast mutat. A
fitokromok a miikodésiikhoz dimereket alkotnak. Ugy gondoltadk, hogy a mutacioval
rendelkezé heterozigota novényekben a fitokromok heterodimereket alkotnak, igy a vad tipusd
része el tudja nyomni a recessziv allél mikddését, de homozigotaként nincs gatlo vad tipus és

hiperaktivitas megjelenik.

Masik kérdésiinkre pedig, hogy két hasonld mutans hogy okoz hasonl6 fenotipust egyrészt az
UBP12 cirkadian oréban betoltott szerepe adhat magyarazatot. Az UBP12 fehérjérdl tudjuk,
hogy Gl fehérjével hat kdlcson, valamint rajta keresztil kapcsolatban &ll a ZTL és a TOC1
fehérjekkel és a deubikvitinacioval képes ennek a harom fehérjének a stabilitasat és a
felhalmozddasat befolyasolni. Az ubikvitinacié visszaforditasaval kbzvetlenil ugyan csak a Gl
stabilitasat képes befolyasolni, de mivel ez a fehérje felel6s a ZTL és rajta keresztiil a TOC1
stabilitasaért, igy GI meglehetdsen fontos szerepet tolt be. Korabbi kisérletekbdl is lathatjuk
ezt, mikor gi nullmutans névenyeket vizsgaltak és alacsony ZTL szinteket mértek benne. Ezen
felul az is érdekes felfedezésnek bizonyult, hogy talaltak hasonlésagot gi nullmutéans és Gl
taltermel6 vonalak cirkadian fenotipusaban. Ez azt mutatja, hogy az ubpl2-1 és ubpl2-3
esetében 1s eldfordulhat olyan, hogy bar cirkadidn fenotipusuk ugyanaz, mégis egy nullmutans
és egy UBP12-t tultermel6 vonalrol van sz6, amelyekben csokken, vagy megemelkedik a Gl
fehérje szintje. Szerettlik volna ezt a hipotézisiinket igazolni GI mennyiségének vagy akar
ubikvitinacios allapotanak megmeérésével, azonban ezt a kisérletet technikai okokbdl kifolydlag
nem tudtuk elvégezni. A kolcsonhatd partner, a ZTL szintjét azonban meg tudtuk mérni.
Eredményeink azt mutattak, hogy ubpl2-1 mutansban varakozésaink ellenére a ZTL szintje
nem mutatott csokkenést, valamint ubpl2-3 esetében is valtozatlan maradt a szintje. Ezek
alapjan ugy gondoltuk, hogy a mi koérilményeink kdzott nem ezen az Gtvonalon fejti ki hatasat

az UBP12 a cirkadian 6ra miikodésére, ezért annak vizsgalatat tovabb folytatjuk.

Az altalunk azonositott ubp12-3 allél egy S327F mutéciét hordoz az UBP12 fehérje proteaz-
aktivitasért felelés doménjében. Magatol értetddd feltételeés volt, hogy a muticié az enzim
biokémiai funkcidjat befolyasolja.A mutacié enzimatikus aktivitdsra val6 hatasat ugy
teszteltlik, hogy koexpresszaltattuk baktériumban a vad vagy a mutans UBP12 fehérjét egy
ubikvitin extenzios fehérjével (UBQ1). A Western blot analizis sordn a monoubikvitinek

hasitasi képessége nem mutatott kiilénbséget a vad és a mutans fehérje esetében, ami latszolag
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ellentmond az UBP125%2'F emelkedett aktivitdsanak, amelyre a fenotipus és molekularis
adatokbol kovetkeztettiink. Ezért elképzelhetonek tartottuk, hogy valamilyen folyamat, amelyet
amutécid befolyasol, a baktérium sejtben nem Ggy jatszédik le, mint a névényi sejtben. A szerin
egy olyan aminosav, mely kiemelt foszforilacios tulajdonsagokkal bir, igy feltételeztiik, hogy
ez a bizonyos folyamat a szerin foszforildcioja lehet, ami valdsziniileg nem valdsul meg
prokariotadkban olyan specifikus médon, mint novényekben. Ebbdl kifolyolag 1étrehoztunk az
UBP12WT és UBP1252F mellett két masik mutanst. Az egyiknél szerin helyett alanin
(UBP12%32"AY  aminosavra modositottuk, masiknal pedig ugyanez aszparaginsavra
(UBP12%32'D) mgdosult. Az alanin megfelel a fenilalanin véltozatanak, egyik sem képes
kozullk foszforilaciora, de szerkezetliket tekintve hasonlitanak a nem foszforilalt szerinre. Az
aszparaginsav ezzel szemben egy olyan aminosav, mely egy allandéan foszforilalt allapotban
1év6 szerin aminosavat mimikal. Ezen UGjabb varidnsok tesztelése kimutatta, hogy az
UBP12%32"A mutacio sem volt hatassal az enzim aktivitasara. A foszforilaciot mimikalo
aszparaginsav esetében viszont lathatéan csokkent a hasitott monoubikvitin molekuldk
mennyisége. Tehat a foszforilacié hatdssal van az enzim miikodésére, a mutans fenotipust a
szerin fenilalaninra torténd cseréjébol fakado foszforilacié hianya okozza. Ezzel magyarazhato
a talmikodés is. Baktériumsejtekben valoszinlileg nem torténik meg ez a specifikus
foszforilacid, ezért nem latjuk az S327F vagy az S327A variansok aktivitdsanak novekedését.
Vad tipusu névényekben az UBP12 fehérjék egy része foszforilalt, igy gatolt allapotban lehet.
Mutans (ubpl12-3, S327F) novényekben a foszforilacid gatolt, igy az UBP12 fehérjék teljes
mennyisége aktiv, ezaltal nagyobb az 6ssz-enzimaktivitast és tilmiikodést fogunk latni.

UBP12-rokon fehérjeszekvenciak 0Osszehasonlitasa felfedte, hogy az UBP12 S327-es
UBP13-al homoldg, azonban a fehérje MATH doménjének és a konzervalt aminosavnak
kdszonhetden bir emlds, Drosophila és Neurospora homoldég ubikvitin protedzokkal is. Ez
tovabb noveli az Gj allélunk, pontosabban a konzervalt szerin és a foszforilacio fontossagat. igy
egyik 6 feladatunk a jovébe nézve, hogy a foszforilacid fontossagat megvizsgaljuk ezekben a

homolég ubikvitin protedzzal rendelkezd organizmusokban.

Masik mutansunk, mely segit a cirkadian ora részletesebb megismerésében, az uhd1l. Az UHD1
fehérjérdl tudjuk, hogy egy Phox-Beml (PB1) doménnel rendelkezd fehérje. A PB1 domén
fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaban t6lt be fontos szerepet. Eddigi kutatomunkak soran
olyan feherje, mely rendelkezik ezzel a doménnel, még nem volt a cirkadian érahoz kapcsolva.

Arabidopsisban a PB1 doménnel rendelkezd fehérjék tobb csaldadba vannak sorolva, az UHDI
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ezek kozil a Kinase-derived csaladba tartozik, melynek jellemzéje, hogy PB1 doménen kiviil
nem rendelkezik méas ismert funkciéja doménnel. Ez nehézséget jelent szerepének pontos
meghatarozasaban, de az dragének transzkripcidjinak ellenérzése jo tampont lehete ehhez.
Vizsgalataink szerint az uhd1-1 mutansban olyan gének transzkript szintje valtozott, melyek a
TOCI1 target fehérjéi kozott szerpelnek, igy valoszintileg UHD1 a TOC1 fehérje funkcidjara
vagy szintjére van hatassal. A TOC1 oraval valé kapcsolatat mar ismerjiik, ezért élesztd
kéthibrid rendszerben teszteltiik UHD1 és az érintett dragének kapcsolatat. A TOC1 és ZTL
interakcidba 1ép UHD1 fehérjével, azonban arra is fény derilt, hogy nem a PB1 doménen
keresztll, igy annak funkcidja az UHD1-en egyelére ismeretlen maradt. ZTL és TOCI
fehérjéken Kkivil interakciot mutatott még hat mésik proteinnel, melyet mi is igazoltunk,
azonban az 6rahoz nem kothet6k az FLL2-t leszdmitva, mely TOC1-el hat kdlcson. Az FLL2
folyadék-folyadék fazisok elkulonitésében jatszik szerepet és tobb olyan drafehérje van,
melynek ehhez kapcsoloddo miikodése ismert (ELF3, TOC1 — fézis szeparécié sejtmagi
testekbe). Egyik feltételezett szerepe igy az UHD1-nek a TOC1-et tartalmazo sejtmagi testek
kialakulasaban valo segitség.

A transzkript szintek ellenérzésén feliil, az uhd1-1 mutans molekularis és fizioldgiai jellemzése
soran tobb fenotipus is a TOC1 szabalyozasanak megvaltozasara emlékeztetett. Az uhdl-1
periddusa korulbelul 2-2,5 éraval volt hosszabb a vad tipushoz képest, az enyhe TOC1
taltermelé mutans szabadon futé periddusa folyamatos kék vagy vords fényben 3-3,5 oraval
hosszabb a vad tipuséndl. Tovabbi hasonlosag még mutansunk és a TOC1 taltremelé vonal
kozott, hogy a TOC1 megndvekedett szintje a hipokotil megnyulas gatlasahoz vezet folyamatos
vords és tavoli vords fényen minden fényintenzitason, illetve kék fényen az alacsonyabb
fényintenzitadsokon. Az uhdl-1 is mutatott hipokotil megnyudlasban gatlast a TOC1
taltermeléhoz egeszen hasonlé modon, viszont nem akkora fényintenzitas tartomanyban, csak
az alacsonyabbakon tavoli vords és kék fényben, bar vords fényen végig volt kilonbség.
Valamint vegil, de nem utolsé sorban a viragzas fenotipust is 6ssze tudjuk vetni. A viradgzas
szabalyozasat a rovid periddusu tocl-2 mutans segitségével tartak fel, de az is egyértelmiivé
valt, hogy TOC1 kozvetlenil nem vesz részt a folyamatban. Az uhdl-1 késén viragzo
fenotipussal rendelkezik, vad tipusnal késobb virdgzik hosszu nappalon, azonban rdvid

nappalos koriilmények kozott nem, ez pedig TOC1 tulmiikddd ndvényre utal.

Mindent 0sszegezve tehat UHD1-r6] ugy gondoljuk, hogy TOC1 koélcsonhatd partnere és
kofaktora, ami gatolja TOC1 fehérje transzkripcionalis represszids hatasat annak célgénjeire.

Figyelembe véve az FLL2 kdlcsonhatasat a TOC1-gyel és az UHD1-gyel, kézenfekf6 lenne a
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feltételezés, hogy ez a szabalyozas a folyadék-folyadék fazisszétvalasztason alapuld sejtmagi

testekben torténik.
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Osszefoglald

A ndvényi cirkadian ora szabalyozéasa a ndvények valamennyi sejtjére és azoknak miikodésére
hatassal van. Egészen mar a mag csirazasatol kezdve részt vesz a kiilonbozo élet- €s anyagcsere
folyamatok iranyitasaban, kezdve a novekedéstol €s fejlodéstdl egészen a metabolomikai és
fiziologiai folyamatokig. Legfobb feladata a kiilonbozd életfolyamatok kiilsd kornyezetnek
megfeleléen a legalkalmasabb idépontra vald iddzitése. A cirkadian 6ra harom f6 részre
bonthatd: bemeneti rész, kdzponti oszcillator és kimeneti rész. A kdzponti oszcillator az egyik
legOsszetettebb rész, mely elemeinek egy része maig ismeretlen szamunkra. Az oszcillator f6
mechanizmusat az orat alkotd gének és fehérjék egymasra val6 hatasa alkotja. Azonban ezen
elemek olyan aprdlékos finomsaggal képesek egymast szabéalyozni, hogy ezen folyamatok nagy
részének megértése még valdszinlileg sokdig varatni fog magara. Ennek ellenére a kutatasok
folyamatosan zajlanak és a kiilonb6z6 modszereknek kdszonhetden lassan egyre tobb részletre
deriil fényet tudunk meg. Kutatocsoportunk fdokuszaban is a novényi cirkadian ora
miikodésének feltardsa all, éppen ezért volt Iényeges 1épés, mikor EMS mutagenizalt ndvények
cirkadian periédusédnak meghatarozasa alapjan a vad tipustol eltéré periodusi, periodusu, nagy
valoszinliséggel oramutans novényeket valasztottak ki munkatarsaink. Dolgozatomban két
Oramutans vonalrdl esett sz0, az rs24 és rs2 mutansokrdl. Mindkét esetben sikerilt
meghatarozni, hogy a kdzponti oszcillator miikédésében tortént valtozas, tehat a cirkadian éra
alkotorészeinek feltarasahoz kozelebb keriilhetlink. A végso eredményekig hosszl folyamat és

tobb 1épés vezetett, melyeket a kovetkezOkben lehet az rs24 esetében dsszefoglalni.

A muténs sziirés csupan kiilonbozd novények periodushosszanak mérésén alapult. gy az elsé
meghatarozd 1épés a tovabbi kutatdsok megkezdéséhez az volt, hogy megnézzik vajon a
kdzponti oszcillator egyik alkotoelemét kddold génben tortént-e valtozas. A cirkadian éra egy
olyan rendszer, mely 6nmagéaban miikoddképes, azt a kiilsé elemek nem befolyasoljak, csak
kapcsolatban vannak vele a bemeneti rész segitségével. Viszont a bemeneti részhez tartozé
elemek, példaul novényeknél a fotoreceptorokban torténd valtozasok kihatassal lehetnek a
kozponti oszcillator mitkddésére, ezért fontos legelsoként tisztdzni, hogy melyik részt érinti egy
adott mutacidé. Egy jol bevalt kisérleti rendszer ennek meghatarozasara a kiilonb6zo
mennyiségii és mindségli fények altali megvilagitas, mindekdzben pedig az adott ndvenyek
monitorozasa, a periodusuk folyamatos meérése. A novények szdmara féként a voros, tavoli
vOrds valamint a kék fény fontos, ezeket képesek elsdsorban érzékelni, igy mi is ezeket a
mindségli fényeket hasznaljuk a kisérleteink soran. Vords és kék fényben, kiilonbozo

fényintenzitasokon lett megmérve az rs24 mutans és WSs vad tipust ndvények periddushossza.
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Az eredmények azt mutattdk, hogy a periddushossz kiilonbségek a fény mennyiségétol és

mindségétdl is fiiggetlenek, tehat bizonyitottuk, hogy a valtozas a kozponti oszcillatort érinti.

Mivel igy mar biztos, hogy a kozponti oszcillator egyik része az érintett a mutans fenotipus
kialakitasaban, kovetkezd 1épésiink, hogy megtalaljuk az ezért felelés gént. Ezt genetikai
térképezéssel majd pedig komplementacios tesztekkel deritettiik ki, melynek eredményeképpen
az V. kromoszoéman elhelyezked6, SNP mutaciot hordozo UBP12 gént talaltuk meg. Az SNP
az UBP12-t kodold gén hetedik exonjaban talalhato es egy szerin - fenilalanin cserét okoz a
327-es pozicidban. Az UBP12 egy ubikvitin proteazt kddol és a megvaltozott aminosav éppen
a fehérje proteaz (USP) doménjét érinti. Noha azt mar tudjuk, hogy a katalitikusan esszencialis
cisztein és hisztidin aminosavak a Cys- és His-box-ban helyezkednek el, az USP domén a kettd
kodzott talalhatdé. Mindemellett a szerin egy olyan aminosav, mely sok esetben foszforilacids
célpont viszont a helyette kialakult fenilalanin nem foszforilalhato, és szerkezetileg a nem
foszforilalt szerinre hasonlit. Maga a foszforilacié pedig egy olyan modositas, mely okozhat
stabilitasbeli vagy funkcionalitasbeli kiilonbséget. Igy ezeket az informécidkat figyelembe véve
fennallt a lehetdsége annak, hogy a mutacid kovetkeztében sériilt a fehérje funkcidja, stabilitasa.
Ezért megvizsgaltuk, hogy az UBP12 kifejezédésére vagy miikddésére milyen hatast gyakorol
ez a mutacio. Elsé lépésként az mRNS szinteket ellendriztiik. Vad tipusu és mutans
ndvényekben vizsgaltuk az UBP12 mRNS szintjét és az eredmények alapjan ugyanolyan
szinten fejez6dott ki mindkettdben a gén, tehat a fehérje transzkripcidjara vagy az mRNS
stabilitdsara nem volt hatassal a mutacio. Ezutan kdvetkezett a fehérjeszintek meghatarozasa és
Osszehasonlitasa. Létrehoztuk a megfeleld konstrukcidkat, melyekben a fehérjéket ellattuk
valamilyen jel6lessel, melynek segitségével konnyen detektalhatova véltak a feherjeszintek.
Olyan vonalakat hasonlitottunk 6ssze, melyekben az mRNS szint azonos volt. A vad és a
mutans vonalakban a fehérje szintek azonosak voltak, tehat a mutacio nincs hatassal a fehérje
expresszidjara. Osszeségében tehdt a mutacio nem befolyasolja a transzkripciot és a
transzlaciot, valamint a fehérje stabilitdsara sincs hatassal. Ezért ugy gondoltuk, hogy
poszttranszlaciés madositas vagy mas jelatviteli Utvonalban bet6ltott szerepre van hatéssal a
mutécio.

Az UBP12 ubikvitin protedz nem csak az 6ra mitkdésére van hatassal, hanem részt vesz tobb
jelatviteli atvonalban is. Ennek a fehérjének egy nullmutans alléljarél (ubpl2-1) mar voltak
informacidink ¢és a fehérje pleiotrop funkcidjanak koszonhetéen egy Osszehasonlitast
kaphattunk az ubpl2-3-al, hogy annak tulajdonsagait jellemezni tudjuk. Két f6 célpontjaval

valo kapcsolatara tettiink betekintést, egyik a MYC2 transzkripcids faktor, masik pedig a
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hiszton 2A (H2A). A MYC2 esetében a nullmutans esetében nincs ubikvitin protedz, ami
stabilizdlja a MYC2 fehérjét, igy annak mennyisége csokken, ennek kdvetkeztében pedig a
PDF1.2 gén transzkripcioja emelkedni képes. Ezzel szemben az 0 allél esetében azt
tapasztaltuk, hogy PDF1.2 szintje nem noévekszik, hanem jelentés mértékben csokken. A
hiszton 2A esetében is hasonld eltéréseket fedeztink fel. Az ubp12-1 mutans esetében nincs
deubikvitinizacio a hiszton 2A fehérjén, ez nyitottabb kromatinszerkezet kialakulasahoz vezet,
igy egyes gének transzkripcioja (HIPP22, JAZ1, MAF5, FLC) emelkedhet. Az ubp12-3 allél
esetében hasonld miikddést vartunk, azonban nem ezt tapasztaltuk, hanem éppen ellentétesen a
génexpresszio szintje visszaszorult. A két jelatviteli Gtvonalban latott aktivitasa szerint az
ubpl2-3 tehat egy olyan allélja az UBP12-nek, melynél az UBP12 talmtikodése lathaté a mi

kisérleti korilmeényeink kozott.

Az UBP12 a MYC2 és a H2A szabalyzasara direkt, kozvetlen modon hat és a két mutans allél
esetében igy kiilonb6zo fenotipusok alakultak ki. A cirkadian 6éra miikodésére kozvetett modon
vannak hatdssal az UBP12, valdszinilleg ez az oka annak, hogy a periddushossza a
nullmutansnak és az Gj allélunknak egyforman két 6réval rovidebb a vad tipushoz képest.
Cirkadian ritmusok vizsgalatakor szinte rutineljarasnak szamit a viragzasi id6 megmérése. Az
ubpl2-1 és az ubpl2-3 hasonl6 virdgzas fenotipussal rendelkezik, hosszu nappalos
korulmények kozott korai viragzast mutatnak. Korabbi kutatisok sorén azt feltételezték, hogy
ubpl2-1 mutans esetében a korai viragzas az er6sebben monoubikvitinalt H2A altal okozott
kromatin de-kondenzacionak koszonhet6en. Emiatt teszteltlik a két mutans virdgzasi idejét és a
hasonl6 eredmények arra engedtek kdvetkeztetni minket, hogy a hasonlé periddushossz, vagyis
a megvaltozott 6ra miikodése is okozhatta ezt a fenotipust. Ezért pedig elvégeztiink egy T-
ciklus kisérletet, melynél a révid periddusu vonalakat révid cikluson neveljik és amennyiben a
bels6 ora megvaltozasa okozta a korai viragzas fenotipust, akkor ez meg fog sziinni. A T-ciklus
kisérlet elvégzése utdn ezt is kaptuk eredményil, tehat mindkét mutansnal eltiint a korai

viragzas fenotipus, tehat ezen fenotipus kialakitasaért az 6ra megvaltozasa a felelds.

A cirkadian oOra eseteben egy masik szinte allandoan elvégzett kisérlet a hipokotil hossz mérése,
mivel a fény- és Odra-jelatviteli utak bonyolult kdlcsénhatasai miatt az 6ra megvaltozott
miikodése hatassal lehet a fény altal szabalyozott folyamatokra is. A hipokotil hosszokat tavoli
voros, voros €s kék fényen mértiik meg kiilonb6zd fényintenzitasokon. A kék és a tavoli
fenyeken nem tapasztaltunk eltérést a ket mutansnal a vad tiopushoz képest, azonban vords
fénynél igen. A nullmutans minden fényintenzitasnal hiposzenzitiv valaszt adott, tehat a

hipokotil megnyult, az ubpl2-3 esetében azonban ez a megnyulas csak a magasabb
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fényintenzitasoknal volt megfigyelhet6. Tehat bar nem teljesen azonos a két mutans, azonban
ez a fenotipus is nagymértékben hasonlésagot mutat, amit pedig a viragzashoz hasonldan ugy

gondolunk, hogy a megvaltozott dramiikddés okoz.

Az UBP12 egy olyan gén, mely a ndvényi ubikvitin proteazt kodold gének kozll csak az
UBP13-al mutat homologiat és a MATH domén jelenlétén kiviil csak ennél a kettd génnél
talalhaté meg az a szerin aminosav, ami az Uj allélban mar fenilalaninként szerepel. Ez a szerin
aminosav azért ennyire kulonleges, mert mas organizmusokban talalkozhatunk hasonld
ubikvitin proteazokkal, ahol ez az aminosav konzervaltsagot mutat. Ebbol addéddan ugy
gondoltuk fontos szerepe lehet ennek az aminosavnak a fehérje funkcidjaban és kutatasunk erre
iranyulo kisérletekkel folytatodott. A novényi 6ra mikodésében a ZTL és GI fehérjékkel
kdlcsonhatva vesz részt, melyet mar korébban leirtak. Az UBP12 a két fehérjét deubikvitinalja,
ezaltal pedig stabilizalja. Az ubp12-1 nullmutansnal csékkent ZTL szintet mutattak ki. Mi is
meghataroztuk a ZTL szinteket, azonban a korabban kozolt adatoktol eltéré eredményeket
kaptunk. A nullmutéans esetében a ZTL szint nem csokkent, hanem kissé emelkedett, az ubp12-
3-nél pedig nem valtozott a szintje. Mivel Gl szinteket ellenanyag hianyaban nem lehet
ellendrizni, igy az eddig kapott eredményeket 6sszegezve ugy gondoltuk, hogy a mi Kisérleti
korilményeink kdzott az UBP12 nem a ZTL stabilizacidjan keresztill vesz részt az oszcillator
szabalyozéasaban. A megoldast igy a konkrét S327F aminosavcsere hatasaban kerestiik tovabb.
Bakterialis rendszerben fejeztettiink ki Arabidopsis ubikvitin extenzios fehérjét és UBP12WT és
UBP125%2"F fehérjéket. Ha miikodik a fehérje, akkor az UBQI fehérjérél monoubikvitin
szabadul fel. A vad tipusu és a mutans fehérjét expresszaltatva is ugyanazt az eredményt kaptuk,
a fehérje megfeleléen miikkodott. Ez az eddigi eredményeket nem magyarazza, viszont ha arra
gondolunk, hogy a szerin egy olyan aminosav, mely gyakran foszforilalodik, feloldhatova valik
az ellentmondas. Igy szintén bakteridlis rendszerben koexpresszaltattunk olyan fehérjéket,
melyeknél szerin helyett alanin (UBP125%27A) szerepelt a nem foszforilalt aminosav mintajara
vagy pedig aszparaginsav (UBP125%2'P) mely egy alland6an foszforilalt dllapotban 1évé szerint
mimikal. Miutan elvégeztik a Western blot analizist, csak a szerin-aszparaginsav csere

esetében tapasztaltunk valtozast, mégpedig erds proteaz aktivitas csokkenést.

Az rs24 mutéans eredményeit 6sszegezve tehat igy gondoljuk, hogy az S327 foszforilacidja az
UBP12 aktivitasara gatl6 hatassal van. A bakterialis rendszerben a specifikus poszttranszlacios
modositasok elmaradnak, ami megmagyarazza, hogy a fenilalanin vagy alanin aminosavakat
tartalmazé fehérjék miért nem tértek el aktivitdsukban a vad tipusu fehérje aktivitasatol. Az

viszont jol latszodik, hogy egy olyan aminosavat alkalmazva mely allando foszforilacios
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allapotot jelol, az aktivitds csokken. Mindebbdl kovetkezéen ha egy ndvényi rendszerben a
specifikus foszforilacié megtorténik, és a foszforilacid gatolja az enzimaktivitast, akkor a
szerin fenilalaninra, mint nem foszforilaldd6é aminosavra torténd cseréje nagy valoszinliséggel
fokozhatja a fehérjénk aktivitasat. Ez megmagyarazza a MYC2 és H2A esetében is latott
talmikodést. Tehat az ubpl2-3 egy olyan Uj allélja az UBP12 génnek, melynél a 327-es
pozicidban 1év0 szerin fenilalaninnd torténd valtozdsa és igy a fehérje foszforilaltsagi

allapotanak megvaltozésa a fehérje tulmitkodését okozza.

A masik mutans, mellyel foglalkoztunk, a kezdetben rs2 névre hallgato, a vad tipushoz képest
két draval hosszabb periédusu mutans volt. A kisérletek terén hasonléan jartunk el, mint az
ubpl2-3 esetében, tehat elsé 1épésként megvizsgaltuk a fenotpus fényfiiggését. Ehhez vords és
kék fényt alkalmaztunk kiilonb6zo fényerdsségekkel és a hossza periddus fenotipus minden
esetben fennmaradt, tehat a mutécio fliggetlen a fény mennyiségétdl és mindségétdl. A mutacio
igy a kozponti oszcillatorra van valamilyen hatassal. A gén azonositasahoz itt is genetikai
térképezés lett végrehajtva, mely soran 6 potencialis gén kozil az At5g64430 volt az, mely
ndvénybe transzformélva komplementaciot mutatott. A gen az V. kromoszoma alsé karjan
talalhatd, a mutacio a fehérje 469-es pozicidjaban okozott egy alaninrdl treoninra torténd
aminosavcserét. A génrdl és a rola képzodo fehérjérol még alig volt talalhaté valamilyen
informacio, az UHD1 nevet adtuk neki, mint UNHURRIED1 a hosszabb cirkadian periédus

miatt.

Ezen gén esetében tehat az alapoktol kellett kezdeni igy els6 kérdésiink az volt, hogy bar tudjuk
ebben a génben valo eltérés okozza a fenotipust, az még ismeretlen, hogy az 6ra melyik
elemével all kapcsolatban. Tobb kézponti 6ragén expresszios szintjét megmérve eredményeink
arra utaltak, hogy az UHD1 a TOC1 fehérje poszttranszlaciés modositdsan keresztil
kapcsolodik az 6rahoz. A kapcsolat feltarasara késziilt egy éleszt6 kéthibrid teszteket végeztiink
az UHD1-gyel specifikusan kdlcsdnhatd fehérjék azonositasa céljabol. Korabbi kisérletekben
mar irtak le ezzel a fehérjével kolcsonhato partnereket, ezeket a kdlcsonhatasokat sikeresen
igazoltuk. llyen volt az FLL2 is, melyen keresztil az UHD1 kapcsolatba hozhato a TOC1-gyel.
Viszont részben azt is megmutattuk, hogy TOC1-el és ZTL-al is kapcsolddik UHD1, de sajat
transzaktivald hatdsa miatt ez a két kapcsolat még megerdsitésre szorul. Az UHD1-et érintd
mutacié a fehérje kdlcsonhatasok kialakitasdban nem okozott valtozast, tehat a fenotipus
kialakitasa a fehérje kotoédési képességektdl fiiggetlen. Az UHD1 N-termindalisan rendelkezik
PB1 doménnel, mely feherje-fehérje kapcsolatok kialakitasaért felel, azonban az élesztd

kéthibrid rendszerben ezt is ellendriztiik és eredményeink szerint az UHD1 C-terminalis része
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volt érintett a kdlcsonhatasok kialakitdsdban. Az uhdl-1 mutans éppen ezen a C-terminalis
részen hordozza a pontmutaciot, de mivel kimutattuk, hogy a fehérje kdlcsonhatésokra nincs
befolyassal, ezért igy gondoljuk, hogy az UHD1 egy olyan eddigi ismeretlen funkciéval is
rendelkezik, melyen keresztul hatassal van az drara, amit eddigi kisérleteink sordn még nem

siker(lt tisztazni.

Mindezek mellett még sikerllt karakterizdlnunk az uhdl-1 muténst hipokotil és viragzas
szempontjabol. Voros fényben a hipokotil megnyulas gatlasaa vad tipusénal erés volt, minden
fényerésségben hiperszenzitivitas volt jellemzé. Ezzel szemben tavoli vords és kék fények
esetében hiperszenzitiv valaszreakcid csak alacsony fényintenzitasoknal volt lathatd. Mindez a
reakcié utalhat arra, hogy a fitokrom A altal kozvetitett jelatvitel mérsékelten fokozddik a
mutansban. Viragzas szempontjabol a vartnak megfelelé eredményeket kaptuk, vagyis az uhd1-

1 mutans hosszu nappalos korilmények kdzott kései viragzas fenotipust mutat.

Osszeségében tehat doktori disszertaciomban két (j dragén allél azonositasarol és szerepének
megismerésérol esett szd, melyek hozzajarulnak a cirkadian ora miikodésének jobb
megismeréséhez és az ubpl2-3 allél egyéb pleiotrop funkcidinak megismerésérdl, mely 1j

értelmezést adhat a mutaciok altal bekdvetkezett aminosavcserék fontossaganak.
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Summary

The regulation of the plant circadian clock affects all plant cells and their function. Right from
seed germination, it is involved in the control of various life and metabolic processes, from
growth and development to metabolomics and physiology. Its main task is to time the various
life processes to the most appropriate time in accordance with the external environment. The
circadian clock can be divided into three main parts: an input part, a central oscillator and an
output part. The central oscillator is the most complex part, most of the components are still
unknown to us. The main mechanism of the oscillator is the interaction of the genes and proteins
that comprise the clock. However, these elements are able to regulate each other with such
subtle finesse that understanding much of this process is likely to be a long way off.
Nevertheless, research is ongoing and, thanks to a variety of methods, we are slowly learning
more about it. The focus of our research group is also on the understanding of the plant circadian
clock, which is why it was an important task to measure the circadian period of EMS
mutagenized plants and to select those plants with different periods and high probability of
being clock mutants. In my dissertation, two clock mutant lines, the rs24 and rs2 mutants, were
investigated. In both cases, we were able to determine that there was a change in the function
of the central oscillator, and thus we are closer to unraveling the components of the circadian
clock. The final results were obtained after a long process and several steps, which can be

summarised in the following for rs24.

The mutant screening was based only on the measurement of the period length of different
plants. So the first crucial step to start further research was to see if there was a change in the
gene encoding a component of the central oscillator. The circadian clock is a system that works
on its own, unaffected by external elements, but only connected to it by the input. However,
changes in the input components, for example in plant photoreceptors, can affect the
functioning of the central oscillator, so it is important to first clarify which component is
affected by a particular mutation. A well-established experimental system to determine this is
to illuminate the plants with different quantities and qualities of light, while monitoring the
plants and measuring their periodicity. Red, far-red and blue light are of main importance to
plants, and these are the main light sources they can detect, so we use these qualities in our
experiments. The period length of rs24 mutant and Ws wild type plants was measured in red
and blue light at different light intensities. The results showed that the differences in period
length were independent of both the amount and quality of light, thus demonstrating that the
central oscillator is affected.
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Since it is now certain that a part of the central oscillator is involved in the development of the
mutant phenotype, our next step is to find the gene that is involved. We revealed this by genetic
mapping followed by complementation testing, which resulted in the identification of the
UBP12 gene on chromosome V carrying the SNP mutation. The SNP is located in the seventh
exon of the gene encoding UBP12 and causes a serine - phenylalanine substitution at position
327. UBP12 encodes a ubiquitin protease and the altered amino acid overlies on the protease
domain of the protein. Although it is already known that the catalytically essential amino acids
cysteine and histidine are located in the Cys- and His-boxes, the USP domain is located in
between them. In addition, serine is an amino acid that is often a phosphorylation target, but the
phenylalanine that is substituted is not phosphorylatable. Phosphorylation itself is a
modification that can cause a difference in stability or functionality. Thus, taking this
information into account, there was a possibility that the mutation may have compromised the
function and stability of the protein. We therefore investigated the effect of this mutation on the
expression or function of UBP12. As a first step, mRNA levels were checked. In wild-type and
mutant plants, we examined the mRNA levels of UBP12 and the results showed that the gene
was expressed at the same level in both, so that protein transcription or mMRNA stability was not
affected by amino acid substitution. Protein levels were then determined and compared. The
corresponding constructs were created, in which the proteins were tagged with some kind of
marker that allowed easy detection of the protein levels. Lines were compared with identical
levels of MRNA, so the amount of mMRNA expressed must not determine protein levels. In the
wild-type and mutant lines, protein levels were identical, so the mutation had no effect on
protein expression. Thus the mutation does not affect transcription and translation, nor does it
affect protein stability. Therefore, it was thought that post-translational modification or a role

in a different signalling pathway was affected by the mutation.

The UBP12 ubiquitin protease not only affects the function of the clock, but is also involved in
several signaling pathways. We already had information on a null mutant allele of this protein
(ubp12-1) and due to the pleiotropic function of this protein, a comparison with ubp12-3 was
obtained to characterise its characteristics. We have obtained insights into its relationship with
two of its main targets, one is the transcription factor MY C2 and the other is histone 2A (H2A).
In the case of MYC2, the null mutant lacks ubiquitin protease, which stabilizes the MYC2
protein, so its amount is reduced and as a consequence PDF1.2 levels can increase. In contrast,
we found that PDF1.2 levels of the new allele do not increase, but decrease significantly.

Similar differences were found for histone 2A. In the ubpl2-1 mutant, there is no
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deubiquitination on chromatin, so transcription of some genes (HIPP22, JAZ1, MAF5, FLC)
can occur continuously. We expected a similar function for the ubp12-3 allele, but on the
contrary, gene expression levels were downregulated. Hence, according to the activity seen in
the two signalling pathways, ubp12-3 is an allele of UBP12 with an overactivity of UBP12 in

these pathways under our experimental conditions.

UBP12 regulates MYC2 and H2A in a direct manner and thus different phenotypes have been
observed for the two mutants. They affect the circadian clock function indirectly, which is
probably the reason why the period length of the null mutant and our new allele are both two
hours shorter than the wild type. One of the more common measures of circadian rhythms is
the time of flowering. Both ubp12-1 and ubp12-3 have similar flowering phenotypes, showing
early flowering under long day conditions. Previous research has suggested that early flowering
in the ubp12-1 mutant is due to H2A condensation. For this reason, we tested the flowering
times of the two mutants and the similar results led us to the conclusion that a similar period
length i.e. altered clock function could also cause this phenotype. Therefore, we performed a
T-cycle test, in which the short period lines were grown on a short cycle and if the change in
the internal clock caused the early flowering phenotype, it would cease. After performing the
T-cycle test, this was also the result, so the early flowering phenotype disappeared in both
mutants, meaning that the change in the clock is most likely responsible for the development of
this phenotype.

Another experiment that is almost routinely performed on the circadian clock is the
measurement of the hypocotyl length, as light can affect the clock'’s function through the input
side. Hypocotyl lengths were measured in far red, red and blue light at different light intensities.
No differences were observed in the two mutants in blue and far-red light compared to wild
type, but differences were detected in red light. The null mutant showed a hypo-sensitive
response at all light intensities, i.e. hypocotyl elongation, but in ubp12-3 this elongation was
only observed at higher light intensities. Although the two mutants are not exactly identical,
there is a high level of similarity in phenotype, which is thought to be caused by altered

clockwork, as in flowering.

UBP12 is a gene that shows homology only with UBP13 of the genes encoding the plant
ubiquitin protease and, apart from the presence of the MATH domain, only these two genes
have the serine amino acid that is now present as a phenylalanine in the new allele. This serine
amino acid is unique because similar ubiquitin proteases are found in other organisms where

this amino acid is conserved. Therefore, we thought that this amino acid may play an important
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role in protein function and our research continued with experiments to investigate this. It is
involved in the function of the plant clock by interacting with ZTL and GI proteins, which has
been described previously. UBP12 deubiquitinates both proteins, thereby stabilizing them.
Reduced ZTL levels were detected in the ubp12-1 null mutant. We also examined ZTL levels,
but obtained different results from previously reported data. In the null mutant, ZTL levels
increased, while ubp12-3 levels remained unchanged. Since Gl levels cannot be controlled in
the absence of antibodies, so summarizing the results obtained so far, we considered that under
our experimental conditions UBP12 is not involved through ZTL stabilization. Thus, we further
searched for a solution in the effect of specific S327F amino acid exchange. In a bacterial
system, we expressed Arabidopsis ubiquitin extension protein with UBP12"T and UBP12532'F
genes. When the protein is functional, monoubiquitin is cleaved from the UBQ1 protein. The
same results were obtained when both the wild type and mutant protein were expressed,
showing that the protein functioned correctly. This does not explain the results so far, but if we
consider that serine is an amino acid that is frequently phosphorylated, the question becomes
soluble. Thus, also in a bacterial system, we co-expressed proteins with alanine (UBP125%274)
instead of serine as a template for the non-phosphorylated amino acid or aspartic acid
(UBP12%32"P) mimicking an amino acid that is constantly phosphorylated. After performing

Western blot analysis, no protease activity was seen except for aspartic acid.

Thus, summarizing the results of the rs24 mutant, we suggest that phosphorylation of S327 has
an inhibitory effect on UBP12 activity. In the bacterial system, posttranslational modifications
are not observed because these modifications are absent in bacteria. This explains why the
proteins containing phenylalanine or alanine amino acids in Western blot images did not vary
in activity from the wild-type protein. However, using an amino acid that indicates a steady
state phosphorylation clearly shows a decrease in activity. Therefore, if we look at a plant
system and we know that phosphorylation inhibits enzyme activity, then it is possible that
replacing serine with phenylalanine as a non-phosphorylatable amino acid could increase the
activity of our protein. This explains the overactivity with MYC2 and H2A. Thus, ubp12-3 is a
novel allele of the UBP12 gene in which switching the serine at position 327 to phenylalanine

and so causing a change in the phosphorylation state of the protein leads to protein overactivity.

The other mutant we were concerned with was a mutant called rs2, which had a two-hour longer
period than the wild type. We followed a similar approach to ubp12-3, so we started by looking
at the effect of light on the circadian clock. Red and blue light were used at different light
intensities and the long period phenotype was maintained in all cases, so the mutation was
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independent of the amount and quality of light. The mutation has some effect on the central
oscillator. Genetic mapping was also performed to find the gene, where At5g64430 was the one
of 6 potential genes that showed complementation when transformed into plants. The gene is
located on the lower arm of chromosome V, a 55kbp long region with an amino acid substitution
from alanine to threonine at position 469. Little information was yet available about the gene
and the protein it forms, and we named it UHD1, as UNHURRIEDL1 because of its longer
circadian period.

Therefore we started at the basics, our first question was that although we know that a variation
in this gene causes the phenotype, it is still unknown which element of the clock it is related to.
Thus, by measuring the expression levels of several central clock genes, our results suggested
that the TOCL1 protein is linked to the clock via a post-transcriptional/post-translational
modification. To explore this link, a yeast two-hybrid system was constructed. Previous
experiments have described interacting partners with this gene, and these have been tested and
successfully validated. One of these was FLL2, through which it can be linked to TOCL.
However, we have also shown that UHD1 is linked to TOC1 and ZTL, but due to its own
transactivating effect, these two links are still unclear. Mutations affecting UHD1 did not cause
changes in protein interaction formation, suggesting that phenotype formation is independent
of protein binding ability. UHD1 has an N-terminal PB1 domain responsible for the forming of
protein-protein interactions, however, we also tested this in the yeast two-hybrid system and
our results showed that the C-terminal part of UHD1 was involved in the formation of
interactions. The uhd1-1 mutant carries the point mutation in this C-terminal region, but since
it has been shown to have no effect on protein interactions, we believe that UHD1 may also
have a previously unknown function in the clock, which has not been elucidated in our

experiments.

In addition to this, we have also characterized the uhd1-1 mutant in terms of hypocotyl and
flowering. Inhibition of hypocotyl elongation was strong under red light, with hypersensitivity
at all light intensities. In contrast, for far red and blue light, hypersensitivity response was only
seen at low light intensities. This response may indicate that phytochrome A mediated signal
transduction is moderately enhanced in the mutant. With a view to flowering, the results were
as expected, i.e. the uhd1-1 mutant exhibits a late flowering phenotype under long daylight

conditions.

Overall, in my PhD dissertation, we have identified two novel circadian clock gene alleles and

their roles, which contribute to a better understanding of the circadian clock function and other
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pleiotropic functions of the ubpl2-3 allele, which may provide a new interpretation of the

importance of amino acid substitutions by mutations.
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