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1. BEVEZETES

A kornyezeti tényezokhoz vald alkalmazkodas képessége tette lehetdvé az ¢€ldélények
sz€leskorti elterjedését a Foldon. Amig az extrém kornyezetben €16 fajokndl, példaul az
Eszaki sarkon vagy héforrasokban az adaptacié az egyed életben maradasanak egyértelmii
feltétele, addig az ¢életet kozvetlenil nem veszélyeztetd kornyezeti tényezOkhdz vald
alkalmazkodés csak hosszabb tavon észlelhetd, a populacié szamara evolicios elényt jelent.

Mivel a ndvények helyhez kotott életmodot folytatnak, csak korlatozott mértékben
térhetnek ki az dket ért behatasok eldl, ezért inkabb megfeleléen reagalva alkalmazkodniuk
kell mindenféle koriilményhez. A magasabb rendli novények szamara az egyik legfontosabb
kornyezeti tényezé a fény, mely kettds szerepet jatszik az életiikben. Egyrészrol a
fotoszintézis sordn a fény energidjat hasznositva épiilnek fel a szerves vegyiiletek. Masrészrol
viszont a fotoszintetikus rendszer komponensei megsériilhetnek a til erés vagy UV-
hulldmhossz-tartomanyban gazdag napsugarzasban, ez is magyarazza egy érzékeld rendszer
jelenlétét, mely minden koriilményben megallapitja a kornyezet fényviszonyait és ehhez
igazitja a fotoszintetikus aktivitast illetve a rendszer védelmét. Ebbdl fakad, hogy a fény
nemcsak energiaforrasként, hanem kornyezeti jelként is jelentOs szerepet kap. Természetesen
a fotoszintézis mellett szamos folyamat érzékeny a fényre, igy a fényérzékeld apparatus
széleskorlien szabdlyozza a ndvények valamint egyedfejlédésének szamos [épését a
csirazastol a virdgzasig. A fény, mint kornyezeti jel altal szabalyozott folyamatokat
fotobioldgiai folyamatoknak nevezziik.

A fotobiologiai folyamatok kezdeti, és egyben kdzponti elemei a fényreceptorok, melyek
érzékelik a fényt, majd ezutdn jelatviteli utakat elinditva vezérlik a fény hatdsara kialakulo
fényvalaszokat. Ezen molekuldk segitségével a ndvény meghatarozza a megvilagité fény
hullamhossz-spektrumat, intenzitdsat, valamint iranyat, melyek egyiittesen szabjak meg a
sziikséges valasz-reakciokat.

A Fold tengely koriili forgdsdnak kovetkeztében a fény megjelenése naponta ismétlodo,
azaz ciklikus jelenség. A fény szakasz, azaz a nappal melegebb hdmérseklettel parosul, mig a
sOtét szakasz, azaz az éjszaka altalaban homérséklet csokkenéshez vezet. Habar éjszakak és
nappalok valtakozésa nem gyakorol kozvetlen szelekcids nyomast, mégis olyan koriilmény,
melynek a legtobb ¢l6lény folyamatosan ki van téve. Ennek megfeleléen nemcsak a
novények, hanem minden ¢él6lény esetében nyomon kovethetd a napi ciklushoz torténd

adaptacid, gondoljunk csak az egyes allatok és az ember alvas/€brenlét ciklusara, a



taplalkozas napi ritmusara, vagy egyes novények (példaul a mimoza) levelének napszak-
fliggd mozgasara. Linné viragoraja is a virdgszirmok orara pontos kinyilasan alapult.

Ezeken a konnyen észlelhetd példakon tal még szamos fizioldgiai €s molekularis folyamat
mutat szabalyos napi ritmust, ilyen példaul a novények energiatermelé folyamata, a
fotoszintézis is. Mivel éjszaka nincs a fotoszintézis szdmara hasznosithatd energiaforras,
optimalis esetben ekkor nem all készenlétben a fénybegylijtd rendszer, azaz részlegesen
lebomlik. Azonban ha reggel kozvetleniil a fényviszonyok megvaltozasa indukdlnd az
apparatus Ujra felépitését, tigy a tényleges fényelnyelés csak 6rdk mulva indulna el. A
szervezet ugy ¢érheti el a legnagyobb hatékonysagot, ha elére fel tud késziilni a
napszakvaltasra, azaz — a konkrét esetben- az energiatermelésre mar napkeltekor alkalmas.
Mivel a fény/sotét és ennek megfeleléen a melegebb és hidegebb napszakok valtozasa
ritmikusan azaz naponta nagyjabol azonos idében kovetkezik be, igy az él61ények nemcsak
valtozas utan igazodhatnak a kialakult koriilményekhez, hanem eldre fel is késziilhetnek ra.

A naponta szabdlyosan ismétlddé kornyezeti valtozasok eldrejelzésére olyan belsd
rendszerre van sziikség, mely képes folyamatosan mérni az id6t és az ebbdl szarmazod
informéciok alapjan irdnyitani bizonyos bioldgiai folyamatokat. Ezt a feladatot egy
molekuldris mechanizmus latja el, az an. bioldgiai 6ra, mely a szabalyozott folyamatoknak
kozel 24 6ranként ismétl6do ritmust biztosit. Innen ered a masik elnevezése, a cirkadian ora
a latin circa diem, azaz ,,kb. 1 nap” kifejezésbol.

A fotobiologiai folyamatok és a cirkadian szabalyozas (kronobioldgiai folyamatok) két,
egymassal tobb szinten is szorosan Osszefliggd jelenség. A cirkadidn ora altal szabalyozott
folyamatok nagy része egyben fényregulalt is, de ez forditott értelemben is igaz, bar kevésbé
altalanos jelleggel. A fény, a fényérzékeld receptorok kozvetitésével, specialis jelatviteli
utakon keresztiil szabalyozza a fotobiologiai folyamatokat, de ugyanezen fotoreceptorok altal
tovabbitott fény végzi a cirkadidn ora beallitasat is. A kettésen szabalyozott folyamatokban
alapvetéen a fény és a cirkadian 6ra egymas hatasat elosegitd rendszert képez. A fény, mint
kornyezeti jel ugy modositja a novények életmiikodéseit, hogy azok a lehetd legjobban
alkalmazkodjanak az aktualis fényviszonyokhoz. A cirkadian ora e regulacids folyamatokat
kiegészitve, az alkalmazkodas ,,finomhangolasat” teszi lehetové.

Mivel a fényreceptorok széleskorii és jelentds hatast gyakorolnak a novény szamos élettani
folyamatara jellemzésilk a novényi molekularis bioldgia egyik igen intenziven kutatott
teriilete. Ez magaban foglalja a receptorok szerkezetének leirdsat, a fényabszorbcidt kdvetd
molekularis események feltarasat, a receptoroktdl a célgénekig huzddo jelatviteli utak

azonositasat, a célgének milkodésének jellemzését, valamint az e gének megvaltozott



kifejezddésének eredményeképp megjelend fiziolégiai vagy makroszkopos valaszok
vizsgalatat. Munkacsoportunk f6 kutatasi teriilete a novényi fotoreceptorok molekularis szintii
jellemzése, valamint a foto- és kronobioldgiai folyamatok szabdlyozasdban betoltott
szerepének vizsgalata. Dolgozatomban a koézelmilt eredményeit mutatom be, melyek
bizonyitjak a cirkadian ora szerepét a fényreceptor gének kifejez6désének szabalyozasaban,
ami altal a belsd ora eldsegiti a fényérzékelés “finomhangolasat” €s a gyorsabb és pontosabb

fényvalaszok megjelenését.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Cirkadian rendszerek
2.1.1 A cirkadian ritmusok jellemz6 parameéterei
A cirkadian ora altal szabdlyozott napi oszcillacidt cirkadian ritmusnak nevezziik. Egy

ritmust pontosan meghatdrozhatunk néhany specialis paraméter megadasaval. Erdemes

roviden attekinteni ezek jelentését az 1. dbra segitségével.
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1. abra Egy cirkadian ritmus grafikonja és jellemzé paraméterei

A vizsgalat ideje alatt uralkodé fényviszonyokat az X tengely felett a fekete (sotét) illetve
fehér (fény) savokkal jeloltiik.

A cirkadian ritmus periddusa: a gorbe két jellemzoen ismétlddo pontja, altaldban a
maximumok kozotti szakasz hossza. Egy periodus oraban kifejezett értéke a periddushossz,
ami esetiinkben koriilbeliil 24 6ra. Masik jellemz6é paraméter a maximumhoz tartozo idépont,
a ritmus fazisa. A ritmikus jelleg ,,er6sségét” az amplitidd mutatja meg, mely a gorbe egy

peridduson beliil mért maximumanak és minimumanak hanyadosa.



2.1.2 A cirkadian rendszerek tulajdonsagai

A cirkadian rendszerek négy altalanos érvényli sajatsagat sziikséges kiemelni (Somers, 1999):

1. A cirkadéan ritmusok els6 szamu ismertetdjele a kozelitéleg 24 6ras periddushossz. A
naponta ismétlddé kornyezeti valtozdsok hatdrozzdk meg a periddus hosszat, mely
megegyezik a kiilsd kornyezeti tényezdk ciklusaval. Ez bizonyos hatarokon beliil
eltérhet a 24 6ratol, igy sz€lsdséges esetben akar 16 vagy 28 oras ciklus is kialakulhat,
ha a kornyezeti tényezdk ilyen periddushosszal oszcillalnak.

2. A cirkadian ritmus allandé korilmények kozott is fennmarad. Ez a tulajdonsag

kiilonbozteti meg a cirkadian oszcillaciot a diurnalis vagy nokturndlis ritmusoktol,
melyeket kozvetleniil a fény- és/vagy a homérsékletviszonyok napi valtozasa hoz létre,
igy azok megsziinése utan a ciklikus jelleg is eltiinik. Az utdbbiak jellemzdje, hogy a
valtozé tendencia megjelenése szigorian kothetd a kornyezeti viszonyok valtozasanak
idOpontjahoz; ellenben a cirkadian ritmusok emelkedd vagy csokkend szakasza mar a
napszakvaltas eldtt elkezdddhet. Az allandd koriilmények kozott megjelend, un.

»szabadon futd” ritmus az organizmusra jellemz6 sajat periddushosszal oszcillal, mely

sohasem pontosan 24 6ra (FRP=free running period). A ,;szabadon futd” ritmus
fogalmat csak a laboratoriumokban Iétrehozott, mesterségesen leegyszerisitett
vizsgalati rendszerekben értelmezhetjiik, hiszen konstans koriilmények nem fordulnak
eld a természetben; ahol minden cirkadidn ritmus peridodushosszat a kiilsé kornyezeti
ritmus hatarozza meg, ami a F6ldon 24 6ranak adodik.

3. Egy ora csak akkor tudja ellatni a feladatat, ha id6kozonként pontosan beallitjak. gy
van ez a biolodgiai 6ra esetében is, ahol a napszakokat kiséré valtakozo kornyezeti
jelek minden nap hozzéigazitjdk az ora altal mért szubjektiv idot a valos, objektiv
idéhoz. Ennek megfelelden az ¢éjszaka-nappal atmenetet jelzd sotét/fény és
hideg/meleg valtasok naponta Gjrainditjak a ciklust a napkelte fazisatol. A ,,szabadon
futd” ritmus 24 6ratol eltérd periddushossza azzal magyarazhatd, hogy az jradllitas,
mas néven ,resetting” konnyebben végrehajthato egy flexibilis idOomérd
mechanizmuson, mely bizonyos hatarokon beliil képes alkalmazkodni a 24 o6ratol
eltérd kiilsé ciklushoz is. A cirkadian kisérletek soran az Gn. ZT-nek (zeitgeber time)
nevezziik a kisérlet kezdetétdl szamitott idt, mely az utolsé beallito jeltdl (mint a ZTO
idOponttol) indul, amely a leggyakrabban, valamint a jelen dolgozatban is a mérést

megel6zd az utolso sotét-fény dtmenet idépontja.



4. Tovabbi megfigyelés, hogy a cirkadian ritmusok periddushossza kevésbé homérséklet-
fliggd, mint altaldban a biokémiai folyamatok sebessége. Ezt a Qio értékkel
jellemezhetjiik, mely mutatja meg, hogy a hdmérséklet 10 °C-kal torténé megemelése
hanyszorosara noveli a vizsgalt folyamat sebességét. A Qo értéke a biokémiai
folyamatok esetében 2-2.5, mig a cirkadidn ritmusoknal ez 0.8-1.2-nek adddik, tehat
bizonyos hdémérséklet-hatarokon beliil a periodushossz 1ényegében allandonak
tekinthetd. Ezt a jelenséget hémérséklet-kompenzicionak nevezziik (Pittendrigh,
1993)

2.1.3 A cirkadian orak f6 komponensei

A legjobban jellemzett cirkadian rendszereket Drosophilaban és az emlésokben irtak le, de
sok adat all rendelkezésre egyéb modellszervezetekben miikodd cirkadian orakrol is. Ugy
tlinik, hogy a prokaridtdkban és egyes eukariotakban a bioldgiai 6ra konvergens evolucio
eredménye (Young és Kay, 2001), mégis a kiilonb6z6 organizmusokbdl szarmazo cirkadian
rendszerek alapveté miikodési mechanizmusukban megegyeznek.

Osszehasonlitd vizsgalatok alapjan felallitott modell szerint sejtszinten a ritmust egy
transzkripcio-transzlacio szintli negativ visszacsatolas alakitja ki. Els6 1épésként a pozitiv
faktor indukalja a negativ faktor(ok) transzkripciojat. A fokozatosan emelkeddé mennyiségii
negativ faktor képes belépni a sejtmagba, ahol gatolja a pozitiv faktor hatasat, ami végiil
ledllitja az indukciot. Ezutan a negativ faktor gyorsan lebomlik, igy a pozitiv faktor serkentd
hatdsa Gjra érvényesiilhet, tehat a ciklus el6lrdl kezdddik.

A viszonylag hosszu, kozel 24 6ras periddus a folyamatban tobb 1épésben is megjelend
késleltetés eredményeként alakul ki. A késleltetés 1étrehozasaban tilnyomorészt poszt-
transzlaciés mechanizmusok vesznek részt, melyek az emlitett faktorok stabilitasat
befolyasoljak, ezaltal akdr 10-12 6rds csuszast is okozhatnak az mRNS- és a fehérje-
felhalmozodds maximuma kozott. Mivel a transzlacio illetve az azt kdovetd fehérje-
modositasok flleg a citoplazmaban, ezzel szemben a transzkripcidt szabalyozd lépések a
sejtmagban jatszodnak le, igy a ritmus kialakitasdban a faktorok szabalyozott sejtmagi
transzportja is 1ényeges momentum, mely ujabb késleltetési pont lehet. Bar a legtobb
organizmusban mar ismertek a visszacsatoldsban résztvevo negativ és pozitiv faktorok, az
ezek felhalmozodasat €s lebomléasat szabalyozo tovabbi faktorok koziil még csak néhanyat

sikeriilt azonositani.
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A ritmus kialakitdsahoz és fenntartasahoz sziikséges molekulakat éraelemeknek hivjuk
(Dunlap, 1999). Gyakran el6fordul, hogy a pozitiv vagy a negativ faktor szerepét tobb fehérje
tolti be. Ezek lehetnek hasonld szerkezetli fehérjék, melyek homo és/vagy heterodimer
formaban aktivak (Neurospora), vagy egyszeriien a hasonlésaguk okéan redundans funkciot
latnak el (Arabidopsis). Mas esetben lehetnek nem homolog fehérjék, melyek csakis egyiitt,
fehérje-fehérje kolcsonhatas révén valnak stabil fehérjékké, s képesek betolteni szerepiiket.
Ezek ellenére az egyes szervezetekben leirt 6raelemek sok tulajdonsagukban megegyeznek. A
kutatasok korai szakaszaban a fent ismertetett mechanizmusra, és az allatokban azonositott
oraclemekre alapozva felallitottak egy kritériumrendszert (Somers, 1999), amely leirja egy
klasszikus 6raelem fobb jellemzdit, melyet a kovetkezOképpen Osszegezhetiink:

- Fehérje-fehérje kolcsonhatdsban szerepet jatsz6 doméneket tartalmaznak (pl.
PAS domén).

- mRNS és/vagy fehérjeszintjiik napi ritmust mutat.

- Negativ visszacsatolas utjan szabalyozzak sajat kifejezddésiiket.

- Szabalyozott sejtmagi transzlokdcidt mutatnak.

- A génjeik nullmuticidja vagy a kodolt fehérje tultermelése aritmiat, részleges
funkcidvesztést eredményezd mutaciojukat pedig periodushossz-valtozast okoz.

Eleinte ezt a sémat probaltak meg alkalmazni annak eldontésére, vajon az azonositott
cirkadidan mutdnsok a kozponti oszcillator elemei-e. Késébb kideriilt, hogy a ritmus
fenntartdsdhoz elengedhetetlentil sziikséges komponensek nem minden pontban elégitik ki
ezeket a feltételeket, a ritmust 1étrehozd mechanizmus Osszetettebb.

A jelenleg rendelkezésre all6 adatok azonban még nem leszik lehetdvé a cirkadian ora
mitkddésének pontos leirasat.

A cirkadian rendszerek egyszertsitett, klasszikus modellje harom f6 részre tagolhato. A
cirkadian ora ,,szive” a kozponti oszcillaitor. Ennek feladata a ritmus létrehozasan tal a
cirkadian jel tovabbitasa egy tobb agon futd jelatviteli lanc segitségével - amelyeket
osszefoglaloan outputnak vagy kimenetnek neveznek - az altala szabalyozott folyamatokhoz.
Az orat beallito mechanizmusban résztvevé molekulak, az input vagy bemeneti elemek
kozvetitik a kornyezeti jeleket a kdzponti oszcillatorhoz (2. abra).

Az output olyan folyamatokat foglal magaba, melyek cirkadidn szabéalyozas alatt allnak.
Az oszcillator elsddlegesen a génkifejezodést regulalja, viszont az igy tovabbitott napi ritmus
megjelenik molekularis, biokémiai és élettani szinten is. Barmelyik szinten megjelend
ritmikus jelenség ebbe a csoportba tartozik. A klasszikus 6ramodell szerint a kimeneti elemek

nem befolyasoljak az 6ra miikodését, nincs kozottiik visszacsatolas. Mivel az output elemek
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atveszik a kozponti oszcillator altal generalt ritmust, igy kisérletek soran kitiind markerként

hasznalhatoak az ora jellemzésére.

vAg
QDCQAD'::)% .1 .) ':> /\/\/\
.:>% ::Ete'r"wmms %=> \/\/\/

Input Kd&zponti oszcillator Output

2. abra A klasszikus cirkadian 6ra modell

Az abran az NF a negativ faktort, a PF a pozitiv faktort jeldli.

Az input folyamatok a kornyezeti jeleket kozvetitik a kozponti oszcillatorhoz. A
legfontosabb periodikus bedllitdé tényezok a napi fény- és homérséklet-valtozas. A
homérséklet hatasat kdzvetitd elemeket még nem sikeriilt azonositani.

A fényszignalt fotoreceptorok érzékelik, majd specifikus jelatviteli utakat inditanak el. A
fényreceptorok nemcsak a fény detektdlasdban, hanem a szignal-transzdukcié lépéseiben is
aktivan részt vesznek.

Mivel a kozponti oszcillator elemei a sejtmagban fejtik ki hatdsukat, ezért az input
folyamatok egyik fontos allomédsa a kornyezeti jel tovabbitisa a sejtmagba. Egyes
szervezetekben kimutattak, hogy a fotoreceptorok 6nmaguk is képesek szabalyozott moédon a
sejtmagba vandorolni. A Drosophila cirkadidn rendszerében a kriptokrém fotoreceptorok
egyszerre kozvetitik a fényszignalt, tehat input elemek és feltehetden a kdzponti oszcillator
részei is (Krishnan és mtsai., 2001; Reppert and Weaver, 2002). A Neurospora draclemei mar
régota ismertek, de csak nemrég tudtak igazolni, hogy egyikiik, a WHITE COLLAR 1 a fény
érzékelésért felelds receptor is egyben (Froehlich és mtsai., 2002; He és mtsai., 2002).
Ezekben az esetekben nem lehet elvalasztani az input elemeket az oOraelemektdl, ami
arnyaltabba teszi a klasszikus 6ra-modellt.

Kiilonbozd szervezetekben is azonositottak a fotoreceptorokon til tobb faktort is, melyek

valészintileg kozremiikodnek az oraelemek fényfliggd, poszt-transzlaciés modositasaban,
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crer

ezek az input elemek egyszerre output elemeknek is tekinthetok (Somers és mtsai., 2000;
Heintzen ¢és mtsai., 2001). Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy az o6ra
szabalyozza sajat bedllitoé folyamatait.

A bemutatott példak is tiikrozik, hogy az ora egyes részei kozott nem lehet egyértelmii

valasztdvonalat hizni.

2.1.4 Az Arabidopsis cirkadian rendszere

A kiilonb6zd szervezetek cirkadidn rendszerei parhuzamos evolucioval alakultak ki,
felépitésiik és mukodeésiik mégis azonos alapelveket kovet. Folyamataik hasonléképpen
zajlanak le az allatokban, ndvényekben és gombdkban is, viszont az azonos funkcidt betdltd
elemek csak ritkdn mutatnak homologiat. Az emlés €s Drosophila cirkadian rendszer a
legrészletesebben jellemzett, mig a magasabb rendli novények, ezen beliil az Arabidopsis

thaliana cirkadian o6rajanak modellje az elmult évek eredménye (3. 4bra).

A kozponti oszcillator

Az Arabidopsis cirkadian 6ra modelljében 3 sejtmagi fehérje alkotja a kdzponti oszcillator
negativ visszacsatolasi korét. A pozitiv faktor valosziniileg egy pszeudo-reszponz regulator, a
TIMING OF CAB 1 (TOC1) mas néven APRR1 (Strayer és mtsai., 2000). A TOC1 mRNS
szintje napi ritmust mutat, esti maximummal. Nullmuticojat még nem izolaltak, viszont erds
pont mutdnsa valamint RNS interferencidval létrehozott TOC1 hidnyos ndvények hosszan
tartd folyamatos fényben vagy sotétben aritmikusak (Mas €s mtsai., 2003). Gyenge mutécidja
periddushossz-rovidiilést okoz (FRP=21 o6ra), megvaltoztatva az 0Osszes ismert kimenet
ritmusat (Somers és mtsai., 1998b). Tultermelése folyamatos fényben a cirkadian ritmusok
gyors, teljes lecsengéséhez vezet (Makino és mtsai., 2002).

A negativ faktor szerepét két Myb-rokon transzkripcios faktor tolti be, a CIRCADIAN
CLOCK ASSOCIATED 1 (CCAl) és a LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY).
Mindkett6 mRNS- ¢és fehérjeszintje azonos fazisban oszcillal, a fehérjék legnagyobb
mennyiségben hajnalban halmozdédnak fel. Egyszeres mutdciojuk minden output folyamat
ritmusaban kb. 2-3 o6ras rovidiilést idéz eld, a dupla mutansban viszont ez a rovidiilés
kétszeres (Wang és Tobin, 1998; Alabadi és mtsai., 2002). Funkciovesztéses mutdnsuk kiilon-

kiilon nem, de egylittesen a ritmusok erdteljes csillapodasat eredményezi allandd fényben
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(Mizoguchi és mtsai., 2002), tovabba barmelyik folyamatos tultermelése aritmiat okoz allando
fényviszonyok mellett (Schaffer és mtsai., 1998). Ez a két jelenség arra utal, hogy a CCA1 és
az LHY azonos vagy nagyon hasonl6é feladatot lat el a kdzponti oszcillatorban, s az egyik
elvesztését a masik részben képes kompenzalni.

A harom fehérje altal alkotott negativ visszacsatolas a kovetkezOképpen vazolhato fel. A
pozitiv faktor, a TOCI indukalja a CCAL ¢és az LHY gének transzkripciojat, tehat ahogy a
TOCI1 szintje nappal emelkedik, ugy fokozodik a negativ faktorok termelddése. Viszont a
megjelend CCAl és LHY fehérjék kotddnek a TOC1 promoéterben taldlhatd Un. ,,evening
element”-hez (AAATATCT), és gatoljak a gén atirodasat (Alabadi és mtsai., 2001), igy a
pozitiv faktor szintjét csokkentve sajat indukciojukat is leallitjdk. A negativ faktorok
mennyisége addig csokken, amig a TOC1 prométer fel nem szabadul a gatlo hatas alol, ekkor
a ciklus elolrél kezdddik.

A fenti modellt szamos megfigyelés tdmasztja ald, de még sok ismeretlen paramétert is
tartalmaz. A CCAl és LHY fehérjeszintjének cirkadian fazisa szinte egybe esik az mRNS-
szintjik maximumaval, igy a tobbi rendszerben mar leirt késleltetést esetleg a TOC1 fehérje
megjelenésében varhatnank, azonban az még nem ismert. Tovabba a TOC1 fehérjének nincs
DNS-kot6 aktivitdsa, ami tovabbi faktorok jelenlétét feltételezi.

A kozponti oszcillator negativ és pozitiv elemekbdl allo egyszeres visszacsatolasi kore
meglehetdsen leegyszerlsitett modell. A leglijabb eredmények azt mutatjdk, hogy a
Drosophildban nem csak egy negativ visszacsatolasi kor sziikséges a ritmus eldallitasahoz,
hanem két, egymast is szabdlyoz6 korfolyamat (Zhao és mitsai., 2003). Egyes kisérleti
eredmények Arabidopsisban is arra utalnak, hogy a fent emlitett 3 faktor nem elégséges a napi
ritmus generalasahoz és allando koriilmények kozotti fenntartasahoz. Példaul a ccal lhy dupla
mutans fény/sotét cikluson még mindig — bar kis amplitadoval - ritmikus marad, folyamatos
fénybe téve pedig az elsé 24 oraban még folytatja a gyenge oszcillaciot, s csak aztan valik
aritmikussa (Mizoguchi ¢és mtsai., 2002; Alabadi ¢és mtsai.,, 2002). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy ez a két elem inkdbb a ritmus fenntartasahoz sziikséges, mintsem a
kialakitasahoz. Igy feltételezhetjiik, hogy tobb kozponti jelentéségii elem var még

felfedezésre, melyekkel tovabb finomithat6 a cirkadian ora oszcillator funkcidjanak leirasa.

Az output elemek

Arabidopsisban szamos élettani folyamat az 6ra szabalyozésa alatt all, példaul a levélmozgas,

a hipokotilmegnytlds, a sztomanyilds mutat napi ritmust (Somers, 1999). Morfogenikus

14



folyamatokra is hatasa van az oOranak, legismertebb példa erre a viragzas fotoperiodikus
indukcidja (Mouradov és mtsai., 2001). A biokémiai folyamatok koziil cirkadian oszcillacio
jellemzi tobbek kozott a nitrat reduktdz miikodését (Lillo és mtsai., 2001), valamint az
antocianin termelddését (Thain és mtsai, 2002).

A génexpresszido szintjén megjelend napi oszcillaciorol all a legtobb adat a
rendelkezésiinkre. Ez azzal is magyarazhatd, hogy a kozponti oszcillator kozvetleniil az
output elemek transzkripcidjat moédositja. A CCALl és az LHY funkcidja nem korlatozodik a
ritmus fenntartasara. Az ,,evening element” nemcsak a TOC1, hanem szdmos kimeneti elem
promoterében is megtaldlhatd, igy azok transzkripcidjat is gatoljadk a negativ faktorok.
Masrészt képesek kotddni az un. ,,morning element”-hez, s ennek segitségével az azt hordozo
gén atirédasat viszont indukaljak (Alabadi €s mtsai, 2002). Ilyen szekvencia taldlhato példaul
a legrészletesebben jellemzett output elem, az egyik fotoszintetikus antenna-fehérje, a
klorofill a/b kot6 fehérje (CAB) génjének prométerében (Wang és mtsai., 1997). fgy a CCA1
¢s az LHY kimeneti oldal kezdeti 1épéseiben is részt vesznek.

Microarray technikaval megvizsgalva az mRNS-mennyiség napi valtozasat, szdmos
génrdl sikeriilt kimutatni, hogy az oOra kisebb-nagyobb mértékben befolyasolja
kifejezddésiiket (Schaffer és mtsai., 2001; Harmer €s mtsai., 2000). Ezeknek a kisérleteknek
alapjan azt feltételezik, hogy az Arabidopsis gének koriilbeliil 2-6%-a all cirkadian kontroll
alatt. Egy adott biokémiai folyamatban részt vevd faktorok génkifejezddésének fazisa
tilnyomo6 részben azonos, tovabba ez a fazis a folyamat napi megjelenésével is egybeesik
vagy par oraval megeldzi azt. Mivel a cirkadian ritmus szerint atirodé gének szdma sokkal
kisebbnek adddott, mint az output folyamatok Osszes elemének szama, igy feltételezhetd,
hogy az oOra az altala vezérelt folyamatoknak nem minden mozzanatat, csak egyes,
kulcsfontossagli elemeit szabadlyozza kozvetleniil. Masrészt a napi ritmus megjelenhet a
fehérje mennyiség valamint a fehérjeaktivitds szintjén is, ami a microarray modszerrel nem
mutathato ki.

A fény és a homérséklet nemcsak kornyezeti jel lehet az él6lények szdmara, hanem
bizonyos hatarokon tal karositdo tényezd is. Az o6ra az ilyen kornyezeti tényezdk elleni
védekezést is eldsegiti. Az UV és lathatd fény altali kdrosodas ellen védd vegytiletek, mint
példaul az antocianin, a sotét periodus végén halmozodnak fel. Az ezeket 1étrehozd fenil-
propanoid bioszintetikus Ut egyes enzimeinek, példaul a csalkon szintaznak a génkifejezddése
cirkadian jellegfi, napkelte elétt 4 6raval éri el a maximumat. gy a novény elékésziil a
napsugarzds karos hatdsanak kivédésére. Az ¢jszaka folyaman megndvekedett hideg-

toleranciaval Osszefliggésbe hozhatd6 a membran lipid deszaturdcié napi ritmusa (Rikin és

15



mtsai., 1993). Masrészrol egy kozponti szerepli transzkripcids faktor, a DREB1a/CBF3, mely
szamos hideg-indukalt, ciklikusan termelddd gén promoéteréhez képes kapcsolodni, maga is
cirkadidn szabalyozas alatt all, ami arra utal, hogy a belsé 6ra tobb Uton is befolyasolja a
hideg-toleranciat.

A cirkadidan oOra ezeken tul metabolikus utakat is reguldl. A fotoszintézis soran
termelédott cukrok transzportjanak, tovabbi metabolikus atalakulasanak egyes kulcsenzimei
nappal, azaz ZT8 koriil jelennek meg legnagyobb mennyiségben; mig a keményitd-
mobilizacid folyamat ritmikusan termel6dd elemeinek mRNS-e éjszaka (ZT16 és 20 kozott)
halmozodik fel. Az 6ra a fotoszintézis soran megkdtott szén felhasznéalasanak tobb iranyat is
befolyasolja, ezaltal szamos ponton modosithatia a novények szénhaztartasat. Asvanyi
anyagok, mint a nitrogén ¢és a kén asszimilaciojara is azok egy-egy fontosabb komponensének
szabalyozasaval hat (Harmer €és mtsai, 2000).

Mig a cianobaktériumoknal a sejtosztodas napi oszcillaciot kovet (Golden és mitsai,
1997), a fejlett ndvényekben hasonld regulaciot aldtamasztd bizonyitékok nem ismertek. A
fejlodési folyamatok koziil a sejtmegnytlas cirkadian szabalyozasat leginkabb a hipokotil
novekedés napi ritmusaban figyelhetjiikk meg.

A legjobban jellemzett 6ra-regulalt folyamat a CAB2 génexpresszidja (Millar és mtsai.,
1991), melynek a végleges kifejez6dési mintazatat a cirkadian ora szabalyozé szerepe mellett
a fényindukcio alakitja ki. A ritmus reggel, a fény megjelenése utan 2 oOraval éri el a
maximumat, folyamatos fényben magas amplitiddval oszcilldl, ellenben folyamatos sotétben
gyorsan lecseng. Egy masik altalanosan vizsgalt output elem a CCR2 (COLD, CIRCADIAN
REGULATED 2), egy hideg-indukalt, glicin-gazdag RNS-kot6 fehérje (Carpenter és mtsai.,
1994). A CCR2 gén szabalyozasaba egy negativ visszacsatolasi 1épés is beiktatodik, ami nem
hat vissza az 6ra miikddésére (Heintzen és mtsai., 1997). A cirkadian ora éltal szabalyozott
génexpresszio vizsgalata soran e két kimeneti elem egyikét szoktak markerként alkalmazni az

ora mukodésének leirasara.

Az input elemek

A ndvényi Ora szdmara a legfontosabb bedllitd tényezd a fény. A hdémérséklet inkabb
moduldlo hatast, vagy olyan koriilmények kozott keriil elotérbe, amikor a fény valamilyen
rendkiviili esemény folytdn nem alkalmas a szabalyozas pontos iranyitasara.

A fény kétféleképpen is regulalja a cirkadian 6ra miikodését. Egyrészt a sotét-fény

atmenet beallitja a pontos id6t, azaz az 6rat a napkeltének megfeleld allapotba igazitja. Ez a
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folyamat a nap soran - természetes koriilmények kozott - csak egyszer jatszodik le. Ennek
laboratériumi megfigyelésére az un. resetting kisérletet hasznaljak, melyben megfigyelik,
hogy a novényben a soOtét fazist megszakitdo fénykezelés hatasara bekdvetkezik-e
faziseltolodas. Ez a jelenség azt mutatja, hogy az adott hullamhossza fény képes-e Gjrainditani
az oOrat.

A beallitast a fénykoriilmények valtozasa vezérli, de a folyamatos fénynek is van hatasa a
cirkadian ritmusok kialakitdsara. A cirkadian 6ra miikodését jellemzd Aschoff szabdly leirja,
hogy a diurnalis szervezeteknél (ilyen példaul az Arabidopsis) a fényintenzitds ndovelése
szabadon fut6 koriilmények kozott roviditi a cirkadidn ritmus periddushosszat. A nocturnalis
szervezeteknél pont forditva van, a fényintenzitds novelése periddushossz-novekedést okoz
(Aschoff, 1979). E szabdly alapjan igazoltadk, hogy mind a folyamatos vords, mind a
folyamatos kék fény hatdsos a cirkadidn ora bedllitdisdban (Millar és mtsai., 1995a). A
szabadon fut6 ritmus periodushosszanak fényfiiggését gy hatarozzak meg, hogy kiilonb6zo
intenzitasu folyamatos megvilagitas mellett megmérik a cirkadidn ritmus periodushosszat. Ezt
az értéket a fényintenzitas fliggvényében abrazolva az Gn. FRC gorbét kapjuk (fluence rate
curve).

Az oOrat szabalyozo bemeneti oldal a fényt detektald fotoreceptorokkal kezdddik. A
fényreceptorok fényintenzitas-érzékenységiik, valamint elnyelési spektrumuk kisebb
eltéréseinek koszonhetden kiegészitik egymast, mintegy héalozatot alkotva képesek leképezni
barmilyen fényviszonyokat. Ez lehet az oka annak, hogy szdmos fényreceptor sziikséges az
input folyamatokhoz, mivel a fényszignal nagyon fontos az 6ra pontos beéllitadsaban.

Novényekben 3 fényérzeklo receptorcsalad ismert: a vords és tdvoli vords fényt elnyeld
fitokromok, a kék és UV-A tartomanyban érzékeld kriptokromok, valamint ugyanezt a
hulldmhossz-spektrumot lefedd fototropinok. Arabidopsisban ezek koziil egyes fitokromok
(phyA, B, D, E) illetve a kriptokromok (cryl, 2) részvételét igazoltak a cirkadian input
folyamatokban (Somers €s mtsai., 1998a; Devlin és Kay, 2000; Yanovsky és mtsai., 2001), a
fototropinok miikddése azonban nem ¢érinti a cirkadian folyamatokat (Harmer és mtsai.,
2000). Mivel a jelen dolgozat témdja a fotoreceptorok kifejez6désének cirkadidn regulacidja,
igy a fitokromok és kriptokromok jellemzésével a kovetkezd fejezetben részletesebben
foglalkozunk.

A fény elnyelése utan a fotoreceptorok elinditjak a szignalt a jelatviteli lancon. A fény a
fotoreceptorokon keresztiil szdmos folyamatot szabalyoz, koziilik egyik a cirkadian o6ra, s
ennek megfelelden tobb szalon futd, elagazo jelatviteli utat hasznal. Mind a beallitdshoz, mind

pedig a peridodushossz szabalyozasahoz ugyanazon fotoreceptorok kozvetitik a fény jelét,
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viszont ¢ két folyamathoz vezetd fény szignaltranszdukcios utak elemei csak részben
egyeznek meg.

Eddig fény jelatviteli ldncok néhdny elemérdl igazoltdk, hogy a cirkadian input
folyamatokban is részt vesznek. A tavoli vords tartomanyban aktiv fitokrom A hatasat
kozvetitdé faktorok koziil a SPA1 (Martinez-Garcia és mtsai., 2000), valamint az FHY1 és
FHY3 szerepe bizonyitott (Yanovsky és mtsai., 2001). Mutansaikban az 6ra nem allithat6 be
tavoli vords fénnyel, viszont mas fényviszonyok kozott ez a jelenség nem tapasztalhato.
Folyamatos fényen tartva a periddushosszuk nem tér el a vad tipusétol.

A PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3 (PIF3) a fény jelatviteli Ut egyik
eleme (Ni és mtsai., 1999), sem a hianyanak, sem a tiltermelésének a cirkadian folyamatokat
modositd hatdsat nem mutattdk még ki. Ez a traszkripcios faktor csirandvényben képes
specifikusan kapcsolodni a fényindukalt promoterekre jellemzé un. G-box szekvencidhoz
(CACGTQG), majd a phyB fényfliggd mdédon kotddik a promoterhez kapcsolt PIF3 fehérjéhez
A G-box szekvenciat mind a CCAL, mind pedig az LHY gén prométere is hordozza (Martinez-
Garcia és mtsai., 2000), igy ez a folyamat része lehet egy, a fotoreceptoroktol kozvetleniil az
oraelemekre irdnyuld input utnak. Valdszinilileg a PIF3 egészen szorosan egyiittmiikodik a
harom oraelemmel, mivel éleszté két-hibrid rendszerben kimutattak, hogy a TOCI és a PIF3
fehérje-fehérje kolcsonhatasra képes (Makino €s mtsai., 2002). Ezek az adatok egy sotétben
kialakul6, PIF3-TOC1-et (is) tartalmazé transzkripciondlis komplex meglétét vetitik eldre,
mely a kdzponti oszcillator pozitiv faktorainak promoterén gatolja azok atirodasat; majd fény
hatdsara, melyet egyes fitokromok kozvetleniil kozvetitenek, a PIF3 gyorsan degradalodik
(Diana Bauer, Viczian Andras és Nagy Ferenc szobeli kozlése), igy elindulhat a nagyobb
mértékii traszkripcio.

A ZEITLUPE (ZTL) fehérje valdsziniileg valamelyik 6ra elem fényfiiggd lebomlasaban
vesz részt (Somers és mtsai., 2000). Ezt a feltevést egyrészt az timasztja ald, hogy a tartalmaz
egy F-box domént, mely a fehérjedegradacidé soran az ubiquitindcids komplex fehérjéinek
specialis célszekvenciaja; a 6 Kelch-repeat pedig a lebomlasra itélt fehérje megkdtésére
szolgalhat. Kisérletesen azonban még nem sikeriilt igazolni ezeket a predikciokat. Az viszont
bizonyitott, hogy a ZTL mutacidja fényintenzitas-fliggden valtoztatja meg az 6ra mikodését,
ami azt jelenti, hogy a ZTL a fény input Ut egyik eleme; tovabba élesztd két-hibrid
rendszerben képes fehérje-fehérje kapcsolatot 1étesiteni két fotoreceptorral, a phyB-vel és a
cryl-gyel (Jarillo és mtsai., 2001).

A kornyezeti koriilmények nemcsak szabilyosan, hanem gyakran rapszodikusan is

valtozhatnak. Annak elkeriilésére, hogy egy nem kivant kornyezeti hatds (hirtelen lehiilés,
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villamlas) megvaltoztathassa az 6ra miikodését, azaz atallitsa, a cirkadian 6ra szabalyozasa ala
vonta az input elemeket. Ezt tigy éri el, hogy a bemeneti oldal érzékenységét a nem megfeleld
idépontokban lecsokkentve, maskor névelve napi ritmust biztosit a beallitd6 folyamatoknak.
Ezt a szabalyozast a szakirodalomban ,,gating”’-nek nevezik. A szabalyozas nem kozvetleniil
az Oraelemeken keresztiil torténik, hanem egy output elem, az ELF3 (EARLY FLOWERING
3) segitségével. Az ELF3 mutécidja sotétben periddushossz rovidiilést, folyamatos fényben
aritmiat okoz (Hicks és mtsai., 1996). Az elf3 novényben folyamatos fényben a nem
szabalyozott fény input ledllitja az 6rat az utolsé hajnal utan 8-10 oraval. Barmely fazisban
inditjak Gjra miikodését egy sotét periddussal, az 6ra mindig azonos fazisbol kezdi el a ritmust
(Covington és mtsai., 2001). Az ELF3 a ritmus létrehozasahoz nem sziikséges, igy a szorosan
értelmezett kozponti oszcillatornak nem eleme, viszont fontos eleme a cirkadidn rendszernek.
Az ELF3 in vitro kdlcsonhatasba 1ép a phyB-vel (Liu és mtsai., 2001). A fotoreceptorral valo
kozvetlen kapcsolodas lehet az ELF3 fehérje fény input utat regulalé miikodésének az alapja.
McWatters és munkatarsai kimutattak (2000), hogy az ELF3 specifikus a fény inputra, mivel

hianya mas beallitd tényezd, példaul a hdmérséklet ingadozas hatasat nem befolyasolja.

2.1.5 A cirkadian ora szervezet szintii szabalyozasa

Eddig a cirkadian rendszerek sejtszintii folyamatait tekintettik at. Minden eddig vizsgalt
¢lélényre vonatkozdan igaz allitas, hogy a cirkadidn 6ra sejt-autoném médon miikddik, azaz a
szervezet minden sejtjiében lejatszodhatnak cirkadian folyamatok. Masként fogalmazva,
minden sejtben miikddik egy kiilon cirkadian 6ra. Szamos eredmény sziiletett, amely ezt az
allitast alatdmasztja; ezeket Andrew Millar egy 1995-ben megjelent konyvfejezetben
nagyszerlien Osszefoglalta. Az egysejtli ¢l6lények (példaul a prokaridta cianobaktériumok,
vagy az eukariota Neurospora, Chlamydomonas, Euglena) minden egyedében oOnalléan
miikodik egy oszcillator. A tobbsejtll, viszont szervekkel nem rendelkezd élélényekbdl (pl.
Acetabularia) izolalt kiilonalld sejtek is mutatnak napi folyamatokat. A fejlettebb ndvények
sztdma zardsejtjeibdl nyert protoplasztokat cirkadidn turgorvaltozas jellemzi.

Az idegrendszerrel rendelkezd allatok cirkadidn rendszere mar bonyolultabb
felépitésii. Egyrészrol a testi sejtek rendelkeznek az un. periféridlis oraval, ami az
idegrendszertdl fliggetleniil megjelend napi folyamatokat (példaul a majenzimek cirkadian
termelddése) szabalyozzak. Ezen til az idegrendszer egy meghatarozott sejtcsoportjaban
(szuprakiazmatikus nukleusz) miikodé orak pacemaker funkciot toltenek be, amelyek az

allatok ritmikus viselkedését irdnyitjak (példaul alvas/ébrenlét). A két fajta ora kozott szoros
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kapcsolat all fonn. Egérben a szembdl érkezd fény, mint input jel a szuprakiazmatikus orat
gyorsan atallitja, amely ezutan a periféridlis o6rak beallitasat végzi el (Yamazaki és mitsai.,
2000). A pacemaker szovetekben az egyedi sejtek cirkadidn orai szorosan kapcsoltak,
valdsziniileg azért, hogy a bedllitas pontos legyen (Liu és Reppert, 2000). Ezzel ellentétben a
szuprakiazmatikus és a periféridlis ordk kozott egy gyengén Osszekapcsolt Ut szabdlyoz,
ezaltal biztositva még nagyobb flexibilitast a periféralis ordk fazisdnak beallitdsdhoz
(Yamazaki és mtsai., 2000). A koztiik fenndllé kdlcsonhatés ellenére az ectemuslicabol izolalt
szervekben a cirkadidn ritmus fennmarad, s6t fénnyel tovabbra is beallithato (Plautz és mtsai.,
1997), ami arra utal, hogy a szuprakiazmatikus orak bedllitd szerepe nem kizardlagos.

A novényi cirkadian rendszer szupracellularis folyamatairol kevesebb adat Aall
rendelkezésre. A ndvényekben az allatokhoz hasonld pacemaker szerepii sejteket nem
mutattak ki. Habar néhany hormonrdl megfigyelték, hogy a szintjilk napi ritmus szerint
valtozik, példaul az etilénszint a cirokban (Finlayson és mtsai., 1999) vagy az auxin szintje az
Arabidopsis elsd internédiumaban (Jouve és mtsai., 1999), az nem ismert, hogy ezeknek van-
e barmilyen jelentdsége a cellularis 6rdk szinkronizacidjaban. Ezzel szemben Thain ¢€s
munkatérsai (2000) igazoltak, hogy az Arabidopsis izolalt leveleiben a CAB gének ritmikus
atirddasa folyamatos fényben fennmarad, valamint fény/sétét periodusokkal wjradllithato.
Emellett intakt csirandvény két sziklevele bedllithatdo ellenkezd fazisa ritmusra, ami
folyamatos koriilmények kozott is megorzi fazisat, nem igazodnak egymashoz. SOt akar egy
sziklevél két felében is végrehajthatd az ellenkezd bedllitas. Ez a kisérlet arra enged
kovetkeztetni, hogy a ndvényekben nincsen egy egész ndvényre kiterjedd, szisztémas
szinkronizald endogén faktor, hanem valdsziniileg a kiilsd, beallitod faktorok szinkronizaljak a
sejt-autoném Orakat. Masrészt ez az eredmény nem zarja ki egy olyan intracellularis jel 1étét,
ami csak lokalisan (példaul szovetspecifikusan), illetve a levélen kiviil mas szervekben
hangolja 6ssze az egyes sejtekben miikddod cirkadian orakat. A levél azért kiemelt jelentéségli
a fénybeadllitds szempontjabol, mivel ez a szerv a fényérzeékelés legfobb helye, igy talan itt
nagyobb szerepe lehetne a kozvetlen bedllito faktornak, azaz a fénynek, mint egy

szinkronizald faktornak.

2.2 Novényi fotoreceptorok

A természetes fényviszonyok intenzitdsban, spektralis eloszlasban - akar egy adott novény
esetében is - igen nagy kiilonbséget mutathatnak, mind térben, mind idében. Ezért nem

meglepd, hogy a magasabb rendli novények tobb fényreceptort is haszndlnak a kornyezet
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fényviszonyainak leirdsara, €és az azoknak megfeleld fényvalaszok kialakitasara. A
fényreceptorok funkcidja részben atfedd, részben egymast kiegészitd. Egy fényindukalt
folyamatot nemcsak egy receptor iranyit, és ez visszafelé is igaz, egy fotoreceptor szamos
fényvalaszban jatszik kisebb-nagyobb szerepet; igy egymassal egyiittmiikodve iranyitjak a
megfeleld folyamatokat. Az adott koriilményektdl fiiggen ez az egyiittmiikodés lehet
serkentd, de akar gatlo jellegii is. Ebbol is latszik, hogy a fotoreceptorok egy bonyolult
halozatot alkotva igen pontosan képesek leképezni a fénykoriilményeket, és ennek
megfelelden vezérelni szamos ¢€lettani jelenséget.

Mivel a dolgozat t¢émdja az Arabidopsis fényreceptorok vizsgalata, igy arra torekszem,
hogy els6sorban ebbdl a ndvénybdl szarmazd adatokat ismertessek. Amennyiben
Arabidopsisbol szdrmazd eredmények nem allnak rendelkezésre, a vizsgalt szervezet nevét

kiilon megemlitem.

2.2.1 Arabidopsis fitokromok

A vOros és tavoli vords fényt érzékelését a fitokrom receptor-csalad latja el, amelynek
Arabidopsisban 5 tagja ismert : fitokrom A-E (Sharrock és Quail, 1989; Clack és mtsai.,
1994).

A fitokrémok homodimer forméaban aktivak. Monomerjiik egy kozel 125 kDa-0s
apoproteinbdl és egy kovalensen kotott linedris tetrapirrol kromoférbol all. Egyes fitokrém
molekuldk kiilonb6zé mértékii aminosav-szekvencia hasonlosdgot mutatnak, amellett, hogy
szerkezeti felépitésiik azonos.

A molekula harom f6 egységre tagolhatdo (4 abra). Az N-termindlis részen talalhato
kromoforkoté domén (chromophore binding domain, CBD), mely tartalmazza a kromofor
koto helyet, azaz egy konzervalt helyzetl ciszteint, melyhez tio-észter kotéssel kapesolodik a
lineéris tetrapirrol ldnc. A kromofor a fényérzékelésért felelds. A kromofor kornyezetében
talalhatd 60 aminosavnyi szakasz, amelynek funkciéja a kromofér mikrokdrnyezetének
kialakitdsa, nagyfoku variabilitast mutat. Feltételezhetden ez a régid eredményezi — az azonos
kromofor ellenére - a fitokromok részben eltérd fényabszorpcios spektrumat. A kovetkezo
szakasz az ugynevezett csuklorégio, mely az N-termindlist koti 0ssze a C-terminalis résszel. A
csuklorégid fontos szerepet jatszik a fényindukalt konformacio-valtozasban, egy konzervalt
szerin aminosav a biologiai aktivitdshoz sziikséges foszforildcios helyet szolgaltatja. Mig a
fehérje N-terminalisa valdsziniileg a fény érzékelés funkcidjat latja el, a C-termindlis szakasz

szerepe az ¢érzékelt jel tovabbitasa (Quail és mtsai, 1995). Ezen belill talalhat6 egy regulator
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domén, vagy mas néven Q-box (Quail-box), mely erésen konzervalt a fitokrom csaladon
beliill. Ebben a doménben egyes aminosavak cseréje teljes funkciovesztést okoz, a
fényérzékelés képessége viszont megmarad, ami bizonyitja az N- €s C-terminalis szakasz
eltérd funkciojat. Masik fontos része a két dimerizaciés domén, mas néven PAS domén,
melyek kapcsolddasa egy azonos tipusu masik fehérjével a homodimer kialakulasat
eredményezi. Tovabba a C-termindlis szakaszon szekvencia-analizissel azonositottak tobb
lehetséges nuklearis lokalizacios szignalt (NLS) (Sakamoto és Nagatani, 1996), ami arra utal,

hogy a fitokrom molekuldk a sejtmagban is megtalalhatok.

Fitokrom
Tetrapirrol
I
CBD domén CS| PAS1 Q-box PAS2
Kriptokrom
Pterin FAD
I I
PHR domén DAS

4. abra A novényi fitokromok és kriptokromok vazlatos szerkezete

Az éabran a csikozott vagy szinezett savokkal a konzervalt vagy korilirt funkciéval rendelkezd
doméneket jeloltiik. CBD-kromofor-k6t6 domén, PAS-Per-Arnt-Sim homolég domén, CS-
csuklorégio, Q-box- Quail-box, PHR- fotolidz-homolog domén, DAS- DQXVP-acidic-STAES
konzervalt aminosavakat tartalmaz6 domén.

A 90-es évek elején kiilonbozd szervezetek szignal-fehérjéin végzett szekvencia-analizis
azt a felfedezést hozta, hogy a fitokromok regulator doménje feltind hasonldsagot mutat a két
komponensti jelatviteli rendszerek transzmitter egységének hisztidin-kindz doménjéhez
(Schneider-Poetsch és mtsai., 1991). Ez a bakterialis rendszer két, egymast felismerd
fehérjébol all. Az els6 komponens a szenzor, melynek N-terminalis régidja érzékeli az adott
kornyezeti jelet, majd ez aktivalja a C-termindlisan elhelyezkedd transzmitter domént. A
transzmitter kindz aktivitdssal rendelkezik: autofoszforilalja a benne talalhatd konzervalt
helyzetli hisztidin aminosavat. A masodik komponens a valasz-regulator. A transzmitter az
autofoszforilalt hisztidinrél a foszfat csoportot a valasz-regulator fogadé moduljaban 1évo

aszparaginsav aminosavra tovabbitja. Az ilyen modon aktivalt komponens kimeneti modulja
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pedig koézvetve vagy kozvetleniil a célgének miikodését szabalyozza (Parkinson és Kofoid,
1992). Késébb kimutattak, hogy a phyA Ser/Thr kinaz aktivitassal rendelkezik in vivo
(Fankhauser ¢és mtsai., 1999) ami kisérletesen is aldtdmasztja a fent vazolt hipotézist.
korai fazisdban duplikdcioval két kezdeti fitokrom vonal jott létre: a PHYA/C, valamint
PHYB/D/E a vonal. Ezeken beliil tovabbi duplikdciokkal szétvaltak a PHYA, PHYC,
PHYB/D ¢és PHYE oldaldgak (Alba és mtsai., 2000). Ezen vonalak képviseldi a legtobb
zarvatermOben megtalalhatok, kivéve a PHYE csalddot, mely csak a kétszikiiekben fordul el
(Mathews ¢és Sharrock, 1997). Az Arabidopsis fitokromok koziil a PHYB és a PHYD 4ll a
legkdzelebbi rokonsagban (80%-0S aminosav-szintli szekvencia-azonossag). A csaladfa
azonos agan talalhaté még a PHYE is (55%). A PHY A csak kisebb fokl hasonlosagot mutat
(48-52%), inkabb mas novényekben talalt PHY A-homologokkal egyezik meg. A PHYC pedig
egy 0nallo csoportot alkot, kézeli homologjait még nem talaltdk meg mas szervezetekben
sem, igy tavol esik a csaladfan (52%) mind a PHYB csoportt6l, mind a PHY A-t6l (Clack és
mtsai., 1994).

A fitokrém fehérjék voros fény (Amax=660 nm) abszorpcidjara képes un. Py formaban
szintetizalodnak, mely biologiailag inaktiv (5. abra). Foton-abszopcié utan konformécio-

valtozas kovetkeztében aktiv, 0Gn. Py

, .. L. vOros fény
formaba keriilnek, melynek elnyelési
. o L inaktiv akt1V
maximuma a tavoli vOros
fénytartomanyban (Amax =730 nm) van. A ‘
Ps forma tavoli vordés fény hatdsara ‘ \
visszaalakul Pr formava, azaz T ch)
tavoli-vords fény
inaktivalodik. Ezt a  jelenséget a fehérje
fitokromok fotokonverziojanak nevezik. A SO TR degradaci6

visszaalakulds ugyan lassabban, de . . i .
5. abra Fitokrom fehérjék fotokonverzioja

sOtétben is végbemehet, ezt a folyamatot

sotét reverzionak nevezik (Furuya, 1993).

A egyes fitokromok fényelnyelési tartomanya nem teljesen megegyezO, bar tobbé-
kevésbé atfed. A klasszikus fotokonverzi6 a phyA-n kiviil pontosan leirja a csalad tobb
tagjanak biokémiai viselkedését, mivel azok elnyelési spektruma elvalik a Ps-t indukalo fény
spektumatol. A phyB esetében a folyamatot a kovetkezOképpen irhatjuk le: egy etiolalt

ndvényben az dsszes jelenlévd fitokrom Pr forméaban talalhato. Telitd voros megvilagitas utan

95%-uk Psr formaba keriil, mely mennyiség elegendé a phyB-indukalt fényvalasz elinditasara.
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Ha a megvilagitast sotét periodus koveti, kb. 10 percen beliil a Psr molekulak 80-95%-a sotét
reverzioval visszaalakul inaktiv forméba, a megmaradt Ps mennyiség viszont kevés a
jelatviteli ut aktivalasahoz. A P#-Pr atalakulds még nagyobb mértékli és masodpercek alatt
lejatszodik a vorost kovetd tavoli vords megvilagitds folyaman. A phyA P, formajanak
elnyelési spektuma sokkal szélesebb: lefedi a teljes lathatd fény skalajat, kisebb csuccsal a
kék tartomanyban; a vOrds-maximuma viszont eltolodott a tavoli vords irdnyaba (700-710
nm), ami azt jelenti, hogy atfed Pg indukdld tartomannyal (Quail és mtsai., 1995). Tehat a
legnagyobb mértékli fotokonverzié tavoli vords fénnyel érhetd el, de ennek mértéke nem
haladja meg a 30%-0S P#/Pssses aranyt, mivel visszaalakulas ezen a hullamhosszon is
végbemegy, igy alakulhat ki egy egyenstlyi allapot a két forma kozott. A phyA esetében sotét
reverzid nem figyelhet6 meg az egyszikiiekben, viszont egyes kétszikiiekben, példaul
Arabidopsisban és mustarban igen (Drumm és Mohr, 1974). A P, formaval ellentétben a P
forma nagyon labilis, igy a megvilagitas soran gyorsan lebomlik (Hennig €és mtsai., 1999a).
Erdekes megfigyelés, hogy a phyA-indukalt élettani jelenségek teljes kivéltasahoz elég a
0,1% Ps jelenléte, ami magyarazat arra, hogyan képes a phyA valasz nagyon alacsony

intenzitasu fény hatasara is megjelenni (Shinomura és mtsai., 1996).

2.2.2 Arabidopsis kriptokromok

A kék és UV-A fényt (A=390-530 nm) érzékeld kriptokrom csaladnak Arabidopsisban 2 tagja
van, a kriptokrom 1 (CRY1) és kriptokrom 2 (CRY2). A kriptokromok nagyfoku
hasonlosagot mutatnak a bakteridlis fotolidzokhoz, melyeknek az UV-B és UV-C hatasara
létrejové DNS karosodas kék/UV-A fényfiiggd javitdsdban van szerepe. A ndvényi és allati
kriptokromok viszont nem rendelkeznek fotoliaz aktivitassal (Todo, 1999).

A novényi kriptokomok 70-80 kDa-os fehérjék. A fehérje szerkezeti felépitésében két
fontos rész kiilonithetd el (4. abra) (Lin, 2002). Az N-temindlison elhelyezkedd PHR
(photolyase-related) régi6, mely homolég a DNS-fotoliazokkal, két nem-kovalensen kotott
kromofort tartalmaz: egy fénybegylijtd pterint és egy katalitikus aktivitisi FADH»-t. A C-
termindlist elfoglald, valtozd hosszisaghh un. DAS domén csak a novényi kriptokromokra
jellemzd. A kiilonboz6 fajokbdl izolalt kriptokromok e szakasza csak igen gyenge homologiat
mutat (14-30%), viszont 3 konzervalt helyi és szekvenciaji rovid szakaszt hordoz. A domén a
nevét is a DQXVP-acidic-STAES konzervalt aminosav-szakaszok roviditésébdl kapta. A
STAES szekvencia valosziniileg foszforilacids helyeket tartalmaz. Csak a C-termindlis rész

tultermelése folyamatos fényvélaszt okoz, ami azt jelzi, hogy sotétben a C-terminalis
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aktivitasa gatolt, majd kék megvilagitas soran az N-terminalis a kromoforok fényabszorpiojan

keresztiil feloldja a gatlas alol a C-terminalis jeltovabbitd6 doménjét (Yang és mtsai., 2000).

2.2.3 A fotoreceptorok szovetspecifikus kifejezédése

A fitokromok és kriptokromok szovetspecifikus kifejezddésének jellemzése mar a gének
izoldlasa utan elkezdddott. Kétféle vizsgalati modszert hasznaltak: promoter-f3-gliikkoronidazt
(GUS) hordoz¢ transzgénikus novény hisztokémiai festését, ¢s mRNS-mennyiség vizsgalatat
ndvényi extraktumokbol.

GUS festés segitségével megvizsgaltdk a PHYA, PHYB, PHYD ¢és PHYE promoter-
aktivitasanak helyét etiolalt és fényen nott csirandvényben, valamint kifejlett novényekben is
(Somers ¢€s Quail, 1995a, 1995b; Goosey ¢és mtsai, 1997). Ezen kisérletek alapjan
elmondhatd, hogy mindegyik promoter miikddik az 6sszes szervben, de intenzitasuk eltéro. A
PHYA ¢s PHYB kifejezddése az egész novényben meglehetésen egyenletes volt, mig a PHYD
¢s PHYE jele leginkabb a hajtas fiatal fotoszintetizald szdveteiben volt jellemzd. Egy masik
publikacié (Clack és mtsai., 1994) a fitokrom mRNS-einek mennyiségét vizsgalta 2-4 hetes
novények szerveiben. Ez a kisérlet azt az eredményt hozta, hogy a PHYA mRNS-e a
gyokérben alacsonyabb szinten, mig a levélben, a szarban és a viragban azonos szinten
termelddik. A PHYD és PHYE is hasonldé mintazatot mutat. A PHYB mRNS-bdl a levélben
viszonylag kevesebb van, mint a gyokérben és a szarban; a PHYC mRNS-e pedig minden
szervben egyforma szinten halmozodik fel.

A CRY1 gén kifejez6dését eddig csak Northern analizissel vizsgaltak. 5 hetes
névényben a CRY1 mRNS a levélben kevesebb, a szarban és a virdgban nagyobb
mennyiségben fordul eld, viszont egyaltalan nem kimutathato a gyokérben (Ahmad és
Cashmore, 1993). A CRY2 gén szdvetspecifikus kifejez6désére nézve még nem publikaltak
adatokat.

Sajnos a jelenleg rendelkezésre allo6 adatok nemegyszer egymasnak ellentmondodak, és

nem alkalmasak az 4tfogo 6sszehasonlitasra.
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2.2.4 A fényreceptorok altal iranyitott folyamatok

Mivel a természetes fehér fény magaban foglalja a morfogenikusan aktiv kék és voros
hulldamhosszi tartomanyokat is, igy a besugarzo fény hatasdra mindkét tipusu receptor
egyszerre aktivalodik, de a fény spektralis eloszlasatol fliggden akar ellentétes hatast
gyakorolhatnak az élettani jelenségek szabalyozasara. Mivel mindkét hulldmhossz-tartomany
és az ezeket érzékeld fitokrom és kriptokrom fotoreceptorok szinte ugyanazon élettani
folyamatokat szabalyozzak, igy a funkciojukat érdemes egyiitt attekinteni.

Kiilonboz6 fényvalaszokat kiillonboztetiink meg a kivaltasdhoz sziikséges fény
P/Pssszes aranyt igényld, azaz a nagyon alacsony fényintenzitassal kivalthatd valaszokat
VLFR-nek (very low fluence response), a gyenge fényre adott valaszt LFR-nek (low fluence
response), az erds fényre adott valaszt pedig a HIR-nak (high irradiance response) nevezziik.
A VLFR ¢és a tavoli vorosre adott HIR a phyA sajatsdga, mig a LFR ¢és a voros HIR a phyB-
hez kothetd (Yanovsky és mtsai., 1997). A phyD és a phyE is az LFR-tipusu valaszt
kozvetitik (Devlin és mtsai., 1999). A phyC altal kozvetitett fényvalasz intenzitasfiiggésérol
nem all rendelkezésre adat. Ez abbol ered, hogy phyC mutanst a mai napig nem izolaltak, igy
jellemzése még varat magara.

A kriptokromoknal szintén megfigyelhetd a feladatok ilyen irdnyu szétvalasztasa: a cryl
a nagyobb intenzitasi kék fényen a domindns, mig az alacsonyabb intenzitason a cry?2 tdlti be
a kék-fény receptor funkcidjat, A cry2 gyakran kiegésziti a cryl miikddését a nagyobb
intenzitdsu tartomanyokban (Mockler és mtsai., 1999). Fontos megjegyezni, hogy egyes
esetekben a phyA is kozrejatszhat az alacsony intenzitdson a kék fényre adott valaszban,
hiszen a phyA elnyelési spektrumanak kék fényben is van egy kisebb maximuma. Tovabba a
cryl mutansok is sériiltek ebben a valaszban, de csak a phyA jelenlétében (Ahmad és
Cashmore, 1997). Ez azt mutatja, hogy a cryl ebben a tartomanyban nem mint fotoreceptor,
hanem mint a phyA altal elinditott jelatviteli lanc egyik eleme van jelen.

A fotoreceptoroktol kiinduld jel sorsat altalanosan a kovetkezOképpen irhatjuk le: a
fényabszorpci6 utdn a fotoreceptorok konformacio-valtozast szenvednek, ezaltal
aktivalédnak. Az aktiv forma elindit egy vagy tobb jelatviteli lancot, melyek végsd soron
fényszabalyozott célgénekre iranyulnak. Mai ismereteink szerint a vords fény receptorok
tobbféle jelatviteli utat is aktivadlnak (Kevei és Nagy, 2003). Az egyik lehetdség a
citoplazméban a fotoreceptoroktol kiinduld foszforilacios folyamatok szabalyozasa. A

foszforilalt szignaltraszdukcids elemek tobb 1épés utdn kozvetitik a jelet a sejtmagba a
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transzkripcids faktorokhoz. Egy masik jelatviteli ut soran a fotoreceptorok szallitjdk a
sejtmagba a jelet, ahol akar kozvetleniil kapcsolodhatnak traszkripcios faktorokkal. A
kriptokromok viszont eleve a sejtmagban halmozodnak fel sotétben, igy a jelatviteli ut
nagyrészt a sejtmagra korlatozodik. A célgének transzkripcids szintli szabdlyozésa lehet
indukcid vagy represszido is. Ezek egyiittes hatdsa fogja végiil az élettani fényvalaszt
eredményezni.

A ndvényi fotoreceptorok szdmos morfogenikus 4talakuldst irdnyitanak, melyeket
Osszefoglaloan fotomorfogenezisnek neveziink. Az élettani folyamatokban jatszott szerepiiket
a mutans vonalaik analizisével vizsgaljak, a kozottiik 1étrejové kdlcsonhatast pedig dupla,
vagy tobbszorés mutansok Osszehasonlitdsaval. A kovetkezokben a fényreceptorok
Osszefonodo szerepét mutatjuk be néhany fotomorfogenikus folyamatban.

Csirazas

A csirazast kiilonb6zo fényviszonyok mellett mas €s mas fitokrom indukalja. Voros
fényben a phyB segitségével kezdddik meg a csirdzas, de a phyA is kiegésziti a hatasat. Ezt a
folyamatot a phyD kis mértékben gatolja. Tavoli voros fényben viszont a phyA indukcidt a
phyB jelenléte gatolja (Shinomura és mtsai., 1996). Ezen til fontos szerepe van a phyE
receptornak, mely meglepd modon ebben a hulldmhossz tartomdnyban is aktiv, s hatdsat
bizonyitottan nem a phyA jelatviteli uton keresztiil éri el, mint a phyB. A csirdzéast kék
fényben is a phyA ¢és a phyE jelenléte biztositja, mig a kriptokomok nem, vagy csak nagyon
kis mértékben befolyasoljak a folyamatot (Hennig és mtsai., 2002).

De-etiolacio

A de-etiolacié azoknak a fotomorfogenikus atalakulasoknak az Osszefoglald neve,
melyek fény hatdsara a sotétben ndtt ndvény habitusat megvaltoztatjdk. A sotétben nétt, azaz
etiolalt csirandvényeket a megnytlt hipokotil, gorbiilt hipokotilkampo, zart, nem
fotoszintetizalo, igy sargéas sziklevelek jellemzik. A természetben a foldben novekvo és a
fény, valamint a fold felszine felé torekvd csirandvények rendelkeznek az etiolalt
csirandvényekre jellemz6 morfologiaval. A zart, kisméretii sziklevelek a talajban wvalo
haladast segitik, a visszahajolt hipokotilkamp6 pedig a legfontosabb részt, a
hajtasmerisztémat oOvja a mechanikai behatasoktol. A hipokotil addig nyulik, mig a
szikleveleket a felszin f61¢ nem emeli. Azutan viszont a fény leéllitja a hipokotil novekedését,
a hipokotilkampo6 kiegyenesedik, a sziklevelek kinyilnak, a feliiletiik gyorsan ndvekszik és
elkezdenek fotoszintetizalni, tehat Osszeségében felveszik a fényen ndtt csirandvényre
jellemzd megjelenést, de-etiolalodnak. A legkdnnyebben mérhetd folyamat ezek koziil a

hipokotilhossz valtozasa, ezért leginkabb ezen keresztiil szoktdk vizsgalni a de-etiolaciot,
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olyannyira, hogy hipokotilhossz-mutansként izolaltak a fébb fotoreceptorokat (phyA, phyB,
cryl), valamint a fény jelatviteli ut legtobb elemét is ilyen tulajdonsag alapjan talaltak meg.

Voros fényben a phyA és a phyB kiilon-kiilon uton serkentik a hipokotil-megnyulas
gatlasat, kozben viszont a phyA gatolja a phyB pozitiv hatdsat (Canton ¢és Quail, 1999). A
tobbi fitokom szerepe elhanyagolhatd ebben a vélaszban, egyszeres mutansuk nem mutat
eltérést a vad tipushoz képest. Tavoli vords fényben a phyA az egyediili aktiv fotoreceptor, a
phyE csirdzés soran megfigyelt pozitiv hatdsa itt nem tapasztalhat6. Kék fényben egymastol
fiiggetleniil 3 fényreceptor is irdnyitja a folyamatot: a cry1, cry2 és a phyA. Tovabba, ha rovid
kék vagy tavoli vords kezelés elézi meg a vorés megvildgitist, 1gy még erdteljesebb
megnyulas gatlast kapunk. Ebben az esetben a cryl kékben, illetve a phyA tavoli vorosben
clésegiti a phyB hatasat (Casal és Sanchez, 1998). Ezen feliil phyAphyB dupla mutans
hattérben a voros el6kezelést kovetd kék fénykezelés alapjan kimutattak, hogy a phyD-nek
szintén hasonld szerepe van a cryl aktivacidjara (Poppe €és mtsai, 1998; Hennig és mtsai.,
1999b). A fehér fényben, ahol az Osszes fényreceptor aktivizalodik, a phyB altal kozvetitett
valasz a meghatarozo.

Arnyék elkeriilés

Kifejlett Arabidopsis ndvények koziil az arnyékban néttek jellegzetesen mas habitust
mutatnak, mint a fényen nétt ndvények. A ndvények levelei a rajtuk atesé fény spektralis
eloszlasat erdsen megvaltoztatjak: tavoli vords fényben gazdagabb az arnyékuk. Igy az
arnyékot alacsony vords/tavoli voros hullimhossz arany jellemzi, mely koriilmény kivaltja az
ugynevezett arnyék-elkeriilési valaszokat. Mivel a ndvények nem tudnak elmozdulni a nem
megfeleld kornyezetbdl, megprobalnak a novekedés iranyat vagy gyorsasigat befolyasolva
,.kindni” beldle. Ha ez nem sikeril, akkor az életciklust leroviditve létrehozzak az
utddnemzedéket. Az arnyékra jellemzé megvilagitds hatisara az Arabidopsis a rozetta-
internddiumok és a levélszarak megnyuldsaval, valamint korai viragzassal valaszol. Ebben a
fényvalaszban a phyB, phyD ¢és phyE aktivalodik. Ezek koziil a phyB a dominans, a masik
ketté csak kiegészitd szerepet jatszik, mivel hatdsuk csak phyB hidnydban észlelhetd,
valamint nem is hatnak az 6sszes arnyék-elkeriilési valaszra (Devlin és mtsai., 1998; 1999).
Ezen tul a phyA antagonisztikus a phyB hatdsaval, azaltal, hogy csokkenti a a phyB Ps
forméjanak mennyiségét, akarcsak a hipokotil-megnyulds gatldsa esetén (Casal, 1995). A
strin egymas mellett nové novényekrdl visszaverddd fény az arnyék fényviszonyaihoz
nagyon hasonld kornyezetet hoz Iétre. A szomszédos ndvények érzékelése az arnyék-
elkeriilési valaszokkal megegyezik. Ebben az esetben is a phyB irdnyitja a ndvekedést, a

phyA ¢és a cryl pedig a phyB érzékenységét valtoztatja (Devlin és mtsai., 1998).
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Virdgzas

A novények életében a kovetkezd fontos morfogenikus valtozas a virdgzas. A virdgzas
indukciojat szintén eltérdé modon szabalyozzak a kiilonbozo fotoreceptorok (Guo és mitsai.,
1998). Az Arabidopsis viragzasat a hosszi nappalos kornyezet, azaz a napi 12 6ra vagy annal
hosszabb megvildgitas indukalja, de képes rovidebb napi megvilagitas mellett is virdgozni. A
viragzas idejét a fényreceptorok csak hosszi nappalos koriilmények kozott befolyasoljak,
nem-induktiv révid nappalon nem jatszanak szerepet (Mouradov és mtsai., 2001).

A virdgzéas indunkcidjanak fotoperiddikus szabalyozédsit az un. externdl koincidencia
modell irja le (Yanovsky és Kay, 2002), mely kimondja, hogy ha a cirkadian ritmus szerint
termel6dd kozponti jelentdségli fehérje, a CONSTANS (CO) mennyisége elér egy kritikus
érteket €s ez egybeesik a fotoreceptorok aktivalasaval, akkor a CO ¢€s a fény jelatviteli ut
bizonyos elemei egyiittesen hatva megnovelik egyes virdgzds elinditasaért felelds gének
atirodasat. Tehat a modell szerint a fényreceptorok egyrészt a cirkadidn ora beallitdsan
keresztiil, masrészt kozvetleniil a CO-aktivaciot szabalyozva kettds szerepet jatszanak a
viragzasban.

A fény kiilonb6z6 hullamhossza spektralis komponensei eltérd hatast gyakorolnak a CO
aktivalasara: a vOoros fény gatolja, a tavoli vOros €s a kék fény pedig serkenti. A gatlast a phyB
kozvetiti, melyet a phyD és phyE kis mértékben kiegészit; a f6 serkentok pedig a cry2, a cryl,
valamint a phyA. A koztik 16vé bonyolult kapcsolatot 22°C-on a kovetkezOképpen lehet
jellemezni: vords fényben a phyB jelatviteli Utja gatolja a viragzast kivaltdé gének indukciojat,
ebben kis mértékben tdmogatja a phyD és phyE. Tavoli vords fényben a phyA egyrészt ennek
a gatlasnak a megsziintetésén keresztiil is, masrészt kozvetlentil is kifejti serkentd hatasat.
Kék fényben pedig a cry2 a tobbi receptor jelatviteli Gtjatol fliggetleniil gatolja a phyB-t, mig
az indukciot a phyA és a cryl fotoreceptorral kozosen kozvetitik (Mockler és mtsai., 2003).
Viszont ha alacsonyabb homérsékleten jelentkezik (16°C) az induktiv koriilmény, Ggy a
phyB-rél a hangsuly eltolodik a phyD és phyE iranyaba, valamint a kék fényben a cry2-rdl a
phyA-ra (Halliday ¢és Whitelam, 2003). Ez a megfigyelés is azt mutatja, hogy a
fényreceptorok jelentdsége - akar egy adott folyamat szabalyozasaban is - a kornyezeti
koriilményektol fliggden megvaltozhat.

Fototropizmus

Oldaliranyu kék fényli megvilagitds hatdsara a sotétben nott Arabidopsis ndvények
hipokotilja a fényforras fel¢ fordulva ndvekszik. Mivel ebben a folyamatban a ndvekedés
iranyanak a megvaltoztatdsardl van szo, a folyamatot vezérld faktorok a hajtids osztddasi

zonajaban koncentralodnak. Ezt a folyamatot a harmadik fotoreceptor-csalad egyik tagja, a
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kék/ UV-A hullamhossz-tartomanyban elnyeld fototropin, a photl iranyitja (Liscum és mtsai.,
1995). Habar a fitokromok és a kriptokromok nem sziikségesek a fototropizmus
indukciojahoz, mégis modositjak a fényvalaszt (Janoudi és mtsai., 1997; Lascéve és mtsai.,
1999). A cryl vagy cry2 hianyaban az elhajlas mértéke csokken. Bar a voros fény nem idéz
elé a hipokotilban fototropikus valtozast, a kék megvilagitas elétti voros el6kezelés erdsiti a
fényvalaszt, ami azt mutatja, hogy a phyA és phyB pozitivan befolydsolja az elhajlas
mértékét. Kimutattdk, hogy alacsony intenzitasi vords fényben a phyA altal kozvetitett
trofikus jelatviteli Ut egyik eleme, az nph4, ami egyben egy auxin indukalt faktor is (Stowe-
Evans és mtsai, 1998). Ez lehet a fototropizmus szabalyozasaban az egyik kapcsolodasi pont a
fényreceptorok és az auxin jelatviteli utak kozott.

A gyokérben is megfigyelhetd, hogy a kék fény pozitiv elhajlast idéz eld, de a
gravitropizmus hatdsa elnyomja ezt a jelenséget. Gyokérben mind a fény, mind pedig a

gravitacio €rzékelése a gyokérsiiveghez kothetd (Mullen és mtsai, 2000).

2.2.5 A fitokromok és kriptokréomok a cirkadian ora input elemei

Mivel munkank a fotoreceptorok cirkadian ora altali szabalyozéasat vizsgalja, ezért
lényegesnek tartjuk hangsulyozottan targyalni a fotoreceptorok cirkadian input titban betdltott
szerepét.

Az egyes fotoreceptorok szerepét az input utban, mint mas fényindukalt folyamatokban
is, a mutansok analizisén keresztiil tartdk fel. Az input utban helyet foglalé elemek
miikodésképtelenné valasa megvaltoztathatja a szabadon futd periddus hosszat, illetve az ora
fény altali beallithatosagdnak elvesztését okozhatja. A szabadon futd ritmus
periodushosszanak fényfiiggését FRC gorbével jellemezhetjiik. Amennyiben a vizsgalando
mutans FRC gorbéje nem parhuzamosan fut a vad tipuséval, hanem valamelyik tartomanyban
szétnyilik, akkor a mutaciot szenvedett gén az adott intenzitas jelét kozvetitd input Gtban
aktiv. Ha viszont minden intenzitdsnal azonos mértékben kiilonboznek egymastol, azaz a két
gorbe meredeksége megegyezik, ugy a periddushossz fény-fiiggetlen modon valtozik. Ez egy
indikacié arra nézve, hogy a mutdns nem a fény input Utban sériilt. A beallithatdosag
folyamatat az un. ,resetting” kisérlettel megvizsgalva megallapithatjuk, hogy az adott
hullimhossza fény képes-e ujrainditani az 6rat a mutdns vonalban, azaz a fény hatasat
kozvetitd jelatviteli ut sériilt-e. A faziseltolddas mértéke pedig az jelzi, hogy mekkora

szerepet jatszik a vizsgalt faktor az ora fény altali beallitdsaban.
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Elészor a legismertebb fotoreceptorokrdl bizonyitottdk be, hogy kozvetithetik a
fényszignalt az ora felé (Somers és mtsai., 1998a). A kisérletekben a CAB2 promoter altal
vezérelt szentjanosbogar luciferaz (CAB2::LUC) transzgén segitségével kovették nyomon a
cirkadian orara gyakorolt hatast. A phyB nullmutans periddushossz-névekedést eredményezett
nagy intenzitasi vordés fényen vizsgalva, mig kék fényen nem mutatott eltérést. A
fényintenzitas alacsony tartomanyaban a phyA mutans cirkadian folyamatai kiilonboztek a vad
tipusétol, a spektrum vords és kék tartomanyaban. A cryl hatdsa megnyilvanul mind az
alacsony, mind a magas intenzitasi kék fény alkalmazasa mellett, valamint alacsony
intenzitasu vords fényben. Mivel a cryl alacsony intenzitasi fénnyel kivéalthaté valaszokat
nem indukal, az eredmény azt sugallja, hogy ebben az intenzitds-tartomanyban a cryl nem
fotoreceptorként mitkodik, hanem mint a phyA jelatviteli lancaban szerepet jatszo faktor.

Késdbb tovabbi fotoreceptorok szerepét is bizonyitottak az orat beallitdé folyamatokban,
valamint az eddig ismert elemekrdl még tobb informacio sziiletett (Devlin és Kay, 2000). A
phyAphyB dupla mutans vonalakban er6sebb periddushossz novekedés figyelheté meg, mint a
egyszeres mutansokban, tehdt a phyA ¢s phyB hatdsa G6sszeadddik. A phyD és phyE
kozremiikodését is sikeriilt kimutatni a phyAphyB dupla mutans hattérben: a phyB-hez
hasonléan a nagy intenzitasu voros fényt jelét kozvetitik a cirkadian ora felé. A cry2 hatasa
csak cryl hidnyaban volt detektalhato, ebbdl kdvetkezik, hogy a cry2 redunddnsan hat a cryl
fotoreceptorral a kék fény input ttban.

Meg kell emliteni, hogy nem all rendelkezésre adat a phyC cirkadian rendszerben jatszott
szerepével kapcsolatban. Ennek az a magyarazata, hogy csak ebben az évben azonositottak
phyC hidnyos mutanst, aminek jellemzése még folyamatban van (Peter Quail szobeli kozlése).
Masik megkozelitési lehetdség a négy masik fitokrom nélkiili nullmutans ndévény vizsgalata
vords fényben. Ilyen mutans létezik, de csak kék fény jelenlétében csirdzik és ndvekszik
megfeleléen, valamint életképessége meglehetdsen lecsokkent (Mazella és mtsai., 2001), ami
megneheziti a cirkadian ora jellemzését.

Osszegezve a fotoreceptorok szerepét az input folyamatokban (6. dbra): a legfontosabb
fényreceptorok vords fényben a phyB, tavoli vords fényben a phyA, kék fényben pedig a
cryl. A phyB, phyD és phyE a magas intenzitast vords fényszignalt, a cryl és a cry2 a nagy
intenzitasu kék fényt, a phyA pedig mindkét hulldmhosszi fény alacsony intenzitassal
kivaltott jeleit kozvetiti a kdzponti oszcillator felé. A phyA altal medialt folyamatokban pedig
a cryl késobbi szakaszban szerepet jatszo jelatvivo elem.

Ezen a ponton érdemes visszatérni még egyszer a fotoreceptorok szerepére az allatok

cirkadian ordjanak miikodésében. Az ecetmuslica kriptokréom-homoldgja a cry®, melynek
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6. dbra A cirkadian fény input Utban szerepet jatszo fotoreceptorok

hidnyaban a kozponti oraelemek ciklikus kifejezddése megsziinik, valamint jelentdsen
csokken az ora kék fénnyel valod bedllithatosaga (Emery és mtsai., 1998). Ez arra enged
kovetkeztetni, hogy a cry® egyrészrol a kozponti oszcillator része, mivel mutinsa aritmikus;
masrészt egyike a fény bedllitd jelét kozvetitdé fényreceptoroknak. Ezt az indokolja, hogy a
mutacidja hatdsara az oOra fényérzékenysége nem sziinik meg teljesen. Az allatokban
valoszinlileg a vOrds fényreceptorok szerepét betdlté rodopszinok lehetnek a kriptokrém
kiegészité partnerei az input utban. Egérben és emberben két kriptokrom-homologot
azonositottak. Ezek koziil az egyik mutacidja a vad tipusétol alig kiilonboz6 szabadon futd
periddushosszt eredményez, mig mindketté hidnya allandd kortilmények kozott a ritmicitas
teljes elvesztéséhez vezet, azaz az allatok oszcillatoranak elengedhetetlen elemei, viszont nem
input elemek (van der Horst és mtsai., 1999).

Felmeriilt a kérdés, hogy nodvényekben a legfontosabb input elemek hidnyaban
fennmarad-e a ritmus, vagyis az allatokhoz hasonldan kettds, a fényérzékelésen tulmutato
funkcidjuk is lehet-e a fényreceptoroknak. Akkor tudnank egyértelmiien eldonteni a kérdést,
ha az Osszes fényreceptort kiiktatnank a rendszerbdl. Legnagyobb valoszinliség szerint ez a
novény nem lenne életképes, hiszen az eldbbiekben attekintett fontos élettani folyamatok
indukalojaként és szabalyozojaként a fényreceptorok esszencialisak a novények fejlédésében.
Feltehetden a legfontosabb vords és kék fény receptorok elvesztése (phyA, phyB, cryl)
okozhatja a legstlyosabb valtozast, hiszen -mai ismereteink szerint- a tobbi receptor inkabb
csak kiegészitd szereppel bir. Ezért Yanovsky és munkatarsai 2000-ben a fotoreceptor
mutansok kiilonb6z6 kombinacidjanak (phyAphyB, crylcry2, phyAphyBcrylcry2) ritmikus

levélmozgasat vizsgaltak meg fehér fényben. A kisérletben mindegyik ndovény hatarozott napi
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ritmust mutatott. Ezen tul a cirkadian 6rajuk fénnyel tovabbra is atallithaté volt. Ez utébbi
adat meglepd, hiszen a négyszeres mutans a de-ctiolacié folyamataban szinte vaknak
tekinthetd. Ezek alapjan feltételezhetjiik tovabbi fontos cirkadian ora specifikus fényérzékeld
fehérjék 1étét. Erre jelolt lehet példaul a ZTL és csaladja, mely szerkezeti hasonlosagot mutat
a harmadik fényreceptor csaladhoz, a fototropinokhoz (Somers, 2001). Osszegezve ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az ecetmuslica- ¢és emlds-rendszerrel ellentétben, a
novényekben a kriptokromok ¢és a fitokromok nem sziikségesek a ritmus eldallitasahoz

¢s/vagy fenntartdsdhoz, csak a fény-beallitdshoz.

2.2.6 A fényreceptorok mennyiségének és aktivitasanak szabalyozasa

Egy folyamat lefolyasanak irdnyitdsara szamos lehetdség adodik, akar egyetlen résztvevo
fehérjén keresztiil is. Ez torténhet a fehérje mennyiségének vagy biologiai aktivitasanak
megvaltoztatasaval, termelddésének ¢és miikodésének tobb pontjan. Legelsd 1épésként a
fehérjét kodolo gén atirddasa €s/vagy a fehérje termelddése lehet a szabalyzas célpontja. A
transzkripcio elinditasa vagy leallitasa, illetve a transzkripcid szintje befolyédsolhatja a fehérje
mennyiségét. A traszkripcid soran termel6dott mRNS-mennyisége is valtozhat valamilyen
szabalyoz6 faktor hatdsara: a valtozas eredhet a stabilitas novekedésébdl vagy csokkenésébol.
Az mMRNS-1dl torténd fehérje-atiras elinditasa valamint sebessége is hat a fehérjemennyiségre.
Legtobb fehérje inaktiv formaban termelddik, igy aktivacidjuk sziikséges a biologiai funkcio
betdltéséhez. Az aktivacio sokféle fehérjemodositas lehet. Csak a legelterjedtebbeket emlitve:
fehérje-fehérje kolcsonhatis, ami lehet homo- vagy heterodimerizacio; enzimatikus hasitas;
foszforilacio. Gyakran ezek koziil tobb modositas is sziikséges az aktiv forma létrej6ttéhez. A
fehérje sejten beliili elhelyezkedése is befolyasolja az adott sejtben a fehérje résztvételével
zajlo folyamat aktivitasat. Az aktiv fehérje akar ujra inaktivalodhat, és ilyen formaban
tarolodhat az (ijabb felhasznalasig. A fehérje akar aktiv, akér inaktiv forméban degradalddhat,
s gyakran a két forma eltérd érzékenységii a lebomlast kivaltd kiilonbozé hatasokra.

A noveényi fotoreceptorok igen intenziven tanulmanyozott fehérjék, igy a tobbi fehérjéhez
képest viszonylag sok adat all rendelkezésre a szabalyozasukat illetden. A leggyakrabban
tanulmanyozott szempont a fény hatasa a fotoreceptorok kifejezoddésére és aktivitasara. A
fotoreceptorok fény 4altali regulacidja tobb tuton is Iétrejohet. Ha a receptorfehérjék a
fényabszorpci6 utan sajat tulajdonsagaikat valtoztatjak meg, akkor autoregulacios folyamatrol
beszélhetiink. Feltételezhetjiik olyan folyamat 1étét, ahol egy aktivalt fényreceptor kozvetleniil

kapcsolodva egy masik tipust fényreceptorhoz, modositja annak aktivitasat. Ezen kiviil a
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fotoreceptoroktdl elinduléd fény jelatviteli ut tagjai indirekt modon is visszahathatnak a kezdeti
elemekre, azok atirodasat vagy a fehérje sajatsagait megvaltoztatva. Ezekre a kapcsolatokra
kozvetve a fényszabalyozott folyamatokban a kiilonb6zd fényviszonyok egymasra hatasabol
is kovetkeztethetiink.

A fény szabalyoz6 hatasa a génexpresszio szintjén is megjelenik. Korai kisérletekben a
fitokrom promoter-f-gliikuronidaz (GUS) riportergén konstrukciok segitségével irtak le a
transzkripcid erdsségét. Etiolalt csirandvényben a PHYA promoter-aktivitdsa megvilagitas
utan csokken, a PHYB promoteré viszont megnd (Somers and Quail, 1995a), mig a PHYD és
PHYE promoéterek miikodését nem befolyasolja a fény (Goosey és mitsai, 1997). A
kriptokrémok promoterének regulaciojardl nem all rendelkezésre adat.

A fényindukadlt génkifejezddés vizsgalata soran azonositottak konzervalt promoter-
szakaszokat, melyek a fényhatas kozvetitéséért feleldsek. Ezeket Osszefoglald néven fény-
reszponziv elemeknek (light-responsive element, LRE) nevezziik Ezeknek tobb tipusa van,
példaul a GATA motivum, a GT motivum ¢€s a cirkadian 6ra kozponti elemeinél mar emlitett
G-box. Az LRE szekvenciak altalaban megtalalhatok a fényszabalyozott transzkripciot mutato
gének promodterében (bar ez nem altalanos érvényli) és ez forditva is igaz: az LRE jelenléte
nem feltétleniil jelenti azt, hogy a promoter fényszabalyozott (Arguello-Astorga és Herrera-
Estrella, 1996). Az egyes motivumok nem specifikusak egy adott hullamhosszra, illetve egy-
egy fényreceptorra. Kimutattak, hogy a kiilonb6z6 LRE motivumok kombinacidja biztositja a
promdterek megfeleld valaszadasi képességet. Egy LRE jelenléte gyokeresen mas
kifejezddést biztosit egy adott tipusu megvilagitasban, mint két kiilonb6zé LRE kombinacioja
(Chattopadhyay és mtsai., 1998). Valosziniileg a kiilonb6z6 LRE motivumokhoz a fény
jelatviteli utban elhelyezkedd specifikus transzkripcidos faktorok kapcsolodnak, ami
lehetdséget sem, hogy ez mar egy korabbi [épésnél végbemegy.

Szamos gén promodterében azonositottdk az LRE szekvencidk jelenlétét, példaul a
cirkadian ora altal is szabalyozott CAB gének, az LHY ¢s CCAL, a csalkon szintaz (CHS) ¢és
szdmos fotoszintézissel kapcsolatos gén promoterében. A fitokromok koziil a PHYA génjérdl
mar igen koran kimutattak, hogy a gén-terméke, azaz a phyA fehérje, pontosabban az 4ltala
aktivalt jelatviteli Ut gatolja a kifejez6dését. Ezzel 6sszhangban az egyszikiiekben, példaul a
rizs és a zab esetében is, a PHYA promoterben 3 funkciondlisan aktiv DNS szekvencia
talalhato: két konstitutiv, szinergikusan hato GT-box tipusti pozitiv elem, melyek az aktiv
fitokrém hidnyaban magas szintli transzkripciot eredményeznek; valamint egy negativ elem,

amelyre a kapcsolodo represszor fehérje a fényaktivalt fitokrom hatasara meggatolja a pozitiv
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elemekre k6t6do faktorok hatdsat, ezaltal megsziintetve az atirddast (Bruce €s mtsai., 1991).
Kétszikli novényekben PHYA génjeinek promodterében e harom elem homologjai nem
talalhatdéak meg, tovabba a tobbi fitokrom és kriptokrom gének promdterében sem mutattak ki
specifikus fényszabalyozott szekvencidkat.

Az mMRNS-felhalmozodas szintjén hasonld fényérzékeny viselkedést mutattak a
fotoreceptorok. Northern analizissel kapott adatok azt mutattdk, hogy a 7 napos etiolalt
csirandvény PHYA mRNS szintje mind vords mind fehér fénykezelés utan is jelentdsen
csokkent, mig a tobbi fitokrom mRNS-mennyisége valtozatlan maradt (Clack és mtsai.,
1994). Még jobban megmutatkozik a kiilonbség a sotétben és a folyamatos fehér fényen ndtt
csirandvények Osszehasonlitisakor. A PHYB mRNS viselkedése a két kisérletben nem
teljesen egyezik meg. Az Gsszehasonlitds azonban nem teljesen megbizhat6, mivel a Northern
analizisb6l szarmaz6 adatokat nincsenek szamszerlsitve, a szerzOk a megkdzelitdleg 10-
szeres eltérést tekintették kiilonbségnek. Kétszikiiekben (pl. Arabidopsisban) a PHY A fehérjét
koédold gén sajatsdga, hogy 3 aktiv transzkripcionalis start-hellyel rendelkezik (Canton és
Quail, 1999). Ezekrdl kiindulva kiilonb6zé hossziusagt mRNS-ek irddnak at, ezek viszont
transzlacid utan megegyez0 szekvenciaju fehérjéket eredményeznek. Sotétben a legnagyobb
méretli transzkriptum (mRNS1) a meghatiroz6, fényben viszont ennek legnagyobb része
gyorsan lebomlik. A két kisebb transzkriptum (mRNS2, mRNS3) sokkal kevésbé
fényérzékeny, de mennyiségiik csak hosszabb fénykezelés utan kozeliti meg az mRNSI1
szintjét. Kiilonbség mutatkozik a szoveti eloszlasukban is. Habar sotétben a hajtasban és a
gyokérben is az mRNSI van jelen legmagasabb szinten, a gyokérben az mRNS1 aranya a
masik két transzkriptumhoz képest sokkal kisebb, mint a fold feletti részekben. Ez lehet a
magyarazata annak, hogy a két ndvényi rész Ossz PHYA mMRNS-mennyisége -eltérd
intenzitassal valaszol a fényre. A fényben nevelt csiranovények hajtdsa a sotétben ndttek
PHYA mMRNS-ének csak 20%-4t tartalmazza, mig ez az arany a gyokérben majdnem 80%. A
kriptokromok mRNS-szintje allandonak tekinthetd, nem valtozik Iényegesen semmilyen
fénykezelés hatasara (Ahmad és Cashmore, 1993; Lin és mtsai., 1998). Ezen adatok alapjan a
kriptokromok gének kifejez0désére a fény nem gyakorol jelentds hatast.

A fotoreceptor fehérjék mennyiségének fényfiiggd valtozasat mar évtizedekkel ezelott
leirtak. E tulajdonsaguk alapjan megkiilonboztethetiink fény-labilis és fény-stabil
fitokromokat (Quail és mtsai., 1973). Az els6 csoportba a phyA tartozik. Etiolalt novényben a
szintje meghaladja a tobbi fitokrém egyiittes mennyiségét, de a fehérje fényen igen gyorsan
degradalodik. Voros fénykezelésre 3 ora alatt a fehérje mennyisége az etiolaltnak kozel 5%-

ara esik vissza. Tavoli voros kezelésre lassabban csokken: 5 ora folyamatos megvilagitas utan
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a kezdeti mennyiség 25%-ara csokken, ami a tovabbi kezelés folyamdn mar nem valtozik
(Hennig ¢és mtsai., 1999a). Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy maga a phyA, valamint mas
csoportba tartozik a tovabbi 4 fitokrom fehérje. Ezen beliil is tovabbi két alcsoportot talalunk.
Az els6 alcsoportba tartozd phyB és phyC fehérje mennyisége 6todére csokken folyamatos
voros fény hatasara. Ezzel ellentétben a masik alcsoport tagjai, a phyD és phyE fehérjeszintje
nem, illetve kis mértékben valtozik fényen tartva (Sharrock and Clack, 2002). Etiolalt
csirandvényben  az  0Osszes  fitokrom  aranya a  kovetkezOképpen  alakul:
phyA:B:C:D:E=85:10:2:1,5:1,5. A folyamatos fényen nétt csirandvényekben ez az arany:
5:40:15:15:25 (Sharrock and Clack, 2002). Ez az eloszlas alatamasztja azt a megfigyelést,
miszerint az etiolalt novények meghatarozd vords fényreceptora a phyA, mig a fényen nott
névényeké a phyB.

A két kriptokrom fehérje is eltéré6 méddon viselkedik kék fénykezelés soran. A cryl
fehérjeszintje nem valtozik 1ényegesen erds kék fény hatasara (Ahmed és mtsai., 1998), mig a
szekvencia a fehérje N-terminalisan talalhaté (Guo és mtsai., 1999). Ugy tiinik, hogy a cry2
sajat lebomlésat iranyitja, mivel a folyamat cryl hidnyaban is lejatszodik (Lin és mtsai.,
1998).

A Western analizissel mérhetd fehérje 0sszmennyiség tartalmazza az aktiv és inaktiv
fehérjéket is. Mas vizsgalati modszerekkel, melyek kihasznaljdk a fehérje biokémiai
tulajdonsagait, megallapithaté az aktiv forma ardnya az Osszmennyiségbdl. A fitokromok
esetében a mar emlitett Py és Ps forma ardnyat eltérd spektroszkopiai sajatsaguk alapjan
valaszthatjuk szét (Schifer és mtsai, 1972). Szdmos fotoreceptor fényfiiggd fehérje-
modositason esik keresztiil, melynek intenziven kutatott teriilete a foszforilacid, mivel egy
fehérje miikodését, élettartamat nagymértékben meghatarozhatja a foszforilaltsagi allapota. A
fitokrémok ¢és a kriptokromok is hordoznak tobb konzervalt foszforilacios helyet. A zab phyA
fehérjén harom in vivo foszforilacidos helyet azonositottak: a Ser7, Serl7 és a Ser599
aminosavakat (Lapko és mtsai.,, 1997). Az N-termindlis legelején elhelyezkedd szerin
konstitutivan foszforilalt, funkcidjat illetden még csak talalgatasok lattak napvilagot. A 17.
aminosav foszforilacidja Pr forméban a legnagyobb mértékii. A csuklorégioban talalhato
Ser599 viszont fényfiiggd moddon foszforilalodik, ami a fehérje aktivitdsaban jatszott
szerepére utal. Ez az aminosav valészinlileg intramolekularis mechanizmussal
autofoszforiladlodik. Mivel a fitokromok homodimert képeznek, igy elképzelhetd, hogy a két
fehérje egymast foszforilalja (Yeh és Lagarias, 1998).

36



A mult évben Shalitin és munkatarsai (2002) elegans kisérletben bizonyitottak, hogy a
cry2 kék fényfiiggd modon foszforilalodik. Sotétben a fehérje nem foszforilalt, inaktiv és
stabil, mig kék fény abszorpcidja utan konformacié-valtozast szenved, ami lehetévé teszi a
foszforilaciot. A foszforilalt receptor ezutan képes fotomorfogenikus folyamatokat elinditani
majd igen gyorsan degradalodik. Az adott pillanatban a jelen 1év6 fehérjéknek azonban csak
bizonyos szazaléka esik at ezen a modositason, igy a fényben nétt ndvényben egyszerre
megtaldlhatd a receptor aktiv és az inaktiv formaja. Osszhangban a fehérjedegradacional
tapasztaltakkal, a regulacio cryl hidnyaban is valtozatlanul miikddik, igy valdsziniileg a cry?2
onmagat foszforildlja. Ez a poszt-transzlaciés modositas kothetd mind a fehérje funkcidjahoz,
mind a szabalyozasahoz.

Erdekes megfigyelés, hogy a kriptokromok a fitokromok kindz aktivitasanak szubsztratjai
lehetnek. In vitro a cryl interakcioba 1ép a phyA-val és altala foszforilalodik (Ahmad és
mtsai.,, 1998). In vivo ez a regulacidés 1épés még nem bizonyitott, viszont koézvetve
alatamasztja az a tény, hogy a cryl foszforilaciojat a voros fény indukalja. Ez a szabalyozés
lehet az egyik kapocs a két fotoreceptor-csalad szoros egyiittmikodésében a fényindukalt
folyamatok soran; tovabbd magyarazatot ad a cirkadian input utban megfigyelt jelenségre,
miszerint a phyA jelatviteli itban a cryl nem receptorként, hanem szignal elemként vesz
részt.

Habar a foszforilacios Iépésekrdl egyre tobb informaciéo 4all rendelkezésiinkre, a
defoszforilacido folyamata és az abban részt vevd fehérjek még nem ismertek. Egyetlen
kivételként nemrég izolaltak egy protein foszfatdz 2A csaladba tartozo6 fehérjét, az tin. FyPP-t,
annak alapjan, hogy élesztd két-hibrid rendszerben a phyA fehérjével kolcsonhatdsba 1ép
(Kim és mtsai., 2002). Mivel az FyPP hidnydban csak a viragzés fotoperiodikus szabalyozasa
sériilt, igy feltételezhetden Iléteznek tovabbi foszfatazok, melyek specifikusan mas
fényvalaszban miikodnek kozre a fényreceptorok aktivitdsanak szabalyozasaban.

A fitokromok 4ltal szabdlyozott molekularis folyamatok kozott megtaldlhatd a
heterotrimerikus G protein aktivacidja és a Ca®*-felszabadulas (Neuhaus és mtsai., 1997),
melyek a jelatviteli utak citoplazmahoz kothetd jellegzetes lépései, emellett szamos gén
traszkripcidjat is befolyasoljak a sejtmagban. A fitokromok nem képesek kozvetleniil
kapcsolodni a DNS-hez, igy kozvetve indukaljak vagy gétoljak a génkifejezddést; viszont
kapcsolodni képesek transzkripcios faktorokhoz in vitro (Martinez-Garcia és mtsai., 2000),
mely azt sugallja, hogy a gén-szabalyozasig vezetd jelatviteli ut akar igen rovid is lehet.

Az elmult par évben sikeriilt kimutatni zold fluoreszcens fehérje (GFP) segitségével,

hogy a fitokromok specifikus sejten beliili elhelyezkedést mutatnak (Kircher és mtsai., 1999;
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Kim és mtsai., 2000). A citoplazméaban termelddnek szabad riboszémakon, majd ugyanitt
halmozoédnak fel inaktiv allapotban. Megfeleld megvilagitas hatasara aktiv Pg formava
alakulnak, mely képes a sejtmagba vandorolni. Az inaktiv Pr forma ezzel ellentétben nem
képes résztvenni a sejtmagi transzlokacioban. A sejtmagban a fitokromok bizonyos része
specidlis sejtmagi foltokat alkot. A fitokromok fotokonverzidjara jellemzd sajatsagok a
foltformalas jelenségére is igazak, azaz vords fény hatasara képzddnek, vordst kovetd tavoli
vOrés megvilagitas hatasara a foltok eltlinnek, sotétben tartva szdmuk csokken. Ez arra utal,
hogy a sejtmagi importnak és a foltképzésnek a fitokroémok biologiai aktivitisdban van
eltéréseket mutat a megvilagitas hulldimhosszanak, intenzitdsanak ¢és id6tartalmanak
figgvényében (Kircher és mtsai., 2002). A fitokrémok viszont nemcsak a sejtmagban, hanem
a citoplazmaban is jelen vannak, nem is elhanyagolhaté mennyiségben. A dohiany PHYB
esetében a sejtmagi frakcioban legjobb esetben is az 6ssz-fehérjemennyiség 30%-a talalhato,
hasonld vagy ennél kisebb aranyt feltételezhetiink a tobbi fitokrém esetében is (Nagy ¢€s
Schéfer, 2002). Tehat mind a sejtmagban, mind pedig a citoplazméban jelen van az aktiv P
formaju fitokrém. Feltételezhetjiik, hogy a sejtmagban és az azon kiviil elhelyezkedd
fitokrémok a fény szignal-transzdukcidjanak kiilon-kiilon agait szabalyozzak.

Ellentétben a fitokrémokkal, mindkét kriptokrom leginkabb sejtmagi fehérje. A cry2
konstitutivan a sejtmagban taldlhatd (Guo és mtsai.,, 1999), viszont a sejtmagon beliili
eloszlasa vitatott kérdés. Egy kutatocsoport GFP-CRY2 fuziés fehérje segitségével kimutatta,
hogy a cry2 kromoszémakhoz kitddhet, a C-terminalis része pedig az dsszes kromoszomaval
képes kapcsolodni (Cutler és mtsai., 2000). Egy masik csoport viszont ugyanezt a modszert
hasznalva Ggy taldlta, hogy dohany protoplasztban, sotétben homogén leoszlast mutat a
sejtmagban; fény hatasara pedig sejtmagi foltokat alkot, melyek egybeesnek a phyB altal
alkotott foltokkal (Mas és mitsai., 2000). A cryl sotétben a sejtmagban halmozddik fel,
fényben pedig a citoplazmaba vandorol (Cashmore és mtsai., 1999; Yang és mtsai., 2000)

A fotoreceptorok szabalyozasat eddig csak a fényregulacid szempontjabdl elemeztiik.
Sajnos mas vonatkozéasban, példaul a hormonok szerepét tekintve csak hidnyos ismeretekkel
rendelkeziink. Altalinossagban elmondhatjuk, hogy a fény jelatviteli utra haté faktorok
legtobbszor nem kozvetleniill a fotoreceptorokra fejtenek ki hatdst, hanem a
szignaltranszdukcids ut egy tdvolabbi elemére, mely nem hat vissza a fényérzékeld fehérjékre.

A microarray technikanak koszonhetéen az elmult par évben rengeteg adat valt
hozzaférhetévé a kiilonbozo kiilsd és belsé hatasok kovetkeztében felléepd mRNS-szint

valtozasokrol. Ezek az adatsorok, példdul kiillonb6zé hormonok hatasat leird kisérletek
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altalaban tartalmazzak a fotoreceptorokat reprezentald mintat is. Azok a hormonok, melyek
egyes ¢lettani folyamatokban egyiittmiikddnek a fényreceptorokkal (Halliday és Fankhauser,
2002), példaul a giberellinsav a csirazasban, az auxin a fototropizmusban, az auxin €s a
citokinin a hipokotil-megnyulasban, valamint a brasszinoszteroid egyes morfogenikus
lépésekben, nem hatnak jelentdsen a génkifejezodésiik szintjére (Goda €s mtsai., 2002;
Ogawa ¢s mtsai., 2003; Sawa és mtsai., 2002). Természetesen meg kell jegyezni, hogy ez a
szabalyozasnak csak egyik lehetséges szintje, ennek hidnya még nem jelenti, hogy az adott
tényezOk mads szinten nem befolyasolhatjdk a fényreceptorokat. Tovabba ez a technika a
magas szinten termel6dé mRNS esetében igazdn megbizhat6. Minél alacsonyabb szintli egy
génrdl az atirodéas, annal nagyobb a szérds a mérések kozott, ami esetleg a mérési hibat
novelheti, marpedig az altalunk vizsgaland6 gének aktivitasa meglehetdsen alacsony.

Az egyetlen eddig azonositott fehérje, mely altal a hormonok szabalyozhatjak egy
fotoreceptor aktivitasat, az ARR4, egy reszponz reguldtor, mely a citokinin jelatviteli ut egyik
eleme. Az ARR4 specifikus interakcioba 1ép a phyB N-terminalisaval in vitro. Ez a
kapcsolodds megvaltoztatja az aktiv Py formaja phyB fehérje stabilitasat: lelassitja,
taltermelése esetén pedig meggatolja a sotét-reverzid folyamatat, ezaltal a névény vords fény
érzékenységét megnoveli (Sweere és mtsai, 2001). A citokinin - a tobbi emlitett hormonhoz
viszonyitva - kisebb mértékben miikodik kozre a fény altal is szabalyozott folyamatok
iranyitasdban, de példaul a kloroplaszt-differencidlodéasban illetve a hipokotil-megnytlasban
jatszott szerepe mar régdta ismert. Ezek alapjan ennek az interakcionak a jelentségét még
nem lehet igazdn felmérni, viszont felveti azt a lehetdséget, hogy mas hormonok is

kozvetleniil befolydsolhatjak a fényreceptorok aktivitasat.
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3. KOZVETLEN ELOZMENYEK, CELKITUZESEK

A cirkadian ora képes modulalni a fény input utat, példaul az ELF3 faktor segitségével. Van
azonban mas lehetdség is a ritmikus bemeneti jel megteremtésére, példaul ha az ora
kozvetlentil befolyasolja az input elemek mennyiségét és/vagy aktivitasat.

Korai kisérletekben (Clack és mtsai., 1994) azt allapitottdk meg, hogy a cirkadian input
ut fontos elemeinek, a fitokromoknak a génkifejez6dése egy nap folyaman nem valtozik.
Northern analizissel vizsgaltdk meg 3 hetes novényekben az 6t fitokrém receptor mRNS
szintjét fény-sotét ciklusban. Ez a kisérlet azt sugallta, hogy a fitokrémok kifejez6dése nem
diurnalis. Marpedig a fény és a cirkadidn ora egyiittes szabalyoz6 folyamataira alapozva
feltehetjiik, hogy az a folyamat, mely fény-sotét peridduson nem mutat ritmikus jelleget, az
allando koriilmények kozott is hijan van annak, azaz a cirkadidn 6ranak nincs befolyasa ra.
Ebbdl vontak le azt a sokaig dogmaként kezelt kovetkeztetést, hogy a fitokromok kifejezddése
nem all cirkadian regulaci6 alatt. A kisérlet gyenge pontja az volt, hogy csak két idépontban,
a napkelte és a napnyugta utdni 5. draban, azaz ZT 5-kor és ZT 17-kor vettek mintat, melyek
segitségével csak kivételes esetben lehet kirajzolni egy gorbe lefutasat.

A kriptokrémok diurndlis illetve cirkadian kifejez6dését a mai napig nem vizsgaltadk meg.

Par évvel ezeldtt munkacsoportunkban sziiletett meg az a felfedezés (Kozma-Bognar és
mtsai., 1999), hogy az Arabidopsis ¢és a dohany PHYB génexpresszioja a cirkadidn ora
kontrollja alatt all. A kisérletekben kettévalasztva az mRNS-felhalmozodas és a promoter-
aktivitas szintjének vizsgalatat, a Northern analizisen tal a luciferaz riporter gén hasznalataval
a napi valtozasok az eddigieknél sokkal finomabb felbontdsban voltak nyomon kovethetok.
Megallapitottadk, hogy a PHYB mindkét szinten cirkadidn ritmust mutat, melyeknek fazisa
csaknem megegyezik.

Mas szinten Ujra megjelenik a cirkadian szabdlyozas: a phyB és a phyA sejtmagi
transzlokacioja foképp a fény altal, de a belso ora altal is vezérelt folyamat (Kircher és mtsai.,
2002; Nagy Ferenc szobeli kozlése).

A fenti eredmények birtokdban munkankban azt kivantuk részletesen megvizsgalni, hogy
hogyan alakul a fotoreceptorok kifejez6dése egy nap soran, kiilonbozé fényviszonyok mellett.
Az 0Osszes olyan fényreceptort meg kivantuk vizsgalni, mely bizonyitottan a cirkadidn input
utban talalhatd. A regulacids folyamatokat a promoter-aktivitas és az mRNS-akkumulécio

szintjén kivantuk nyomon kovetni. Tovabba ha a fotoreceptorok génkifejezddése cirkadian
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kontroll alatt all, igy egyik kivalasztott fotoreceptor-promoter napi aktivitasanak részletesebb

jellemzését tliztiik ki célul, elsddlegesen a kor- €s szovetspecifitas szempontjabol.

A tervezett munka fObb I€pései a kovetkezok voltak:

1.

Transzgénikus Arabidopsis novények eldallitasa, melyekben egy-egy fitokrom
(PHYA-E) vagy kriptokrom (CRY1,2) promdter altal termelt luciferaz enzimet
fejeztetjiik ki.

A transzgénikus novényekben a fotoreceptorok szdvetspecifikus kifejezédésének
leirdsa, ezaltal annak igazoldsa, hogy a promoterek az eddig leirt adatoknak
megfelelden fejezddnek ki, azaz funkcionalisan miitkodnek.

Promoter-aktivitds jellemzése a luciferaz-aktivitds kovetésével kiilonbozo
fotoperiodusokon.

mellett.

Ritmikus kifejez0dés esetén egy kivalasztott fotoreceptor cirkadian ritmusénak

analizise felnétt novény kiilonb6zo szerveiben.

Kisérleteink varhatéan véalaszt adnak majd arra a kérdésre, vajon a PHYB esetében tapasztalt

szabalyozas egy altalanos, az Osszes input fotoreceptorra érvényes regulacidés sémat kovet,

vagy az egyes fitokromok és kriptokromok kifejezdédésének esetleges cirkadian irdnyitasa az

adott fehérjére specifikusan jellemzd mintdzatot mutat.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1. Kisérleti anyagok, organizmusok

Veqgyszerek

A kisérletek soran hasznalt vegyszereket a kovetkezd gyartoktol/szallitoktol szereztiik be:
Reanal/Molar Kft. (Budapest), Merck (Merck Kft., Budapest), Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich
Kft., Budapest), Amesham-Pharmacia AB (HVD Kereskedelmi és Szolgaltato Kft.,
Budapest). A radioaktiv izotoppal jellt nukleotidokat ([a->2P]-dCTP és ([a->P]-dUTP) az
Izinta Kft. (Budapest), a luciferin szubsztratot a Biosynth AG (Svéjc, Staad) szallitotta.

Tapoldatok és taptalajok
LB (Luria-Bertani Medium) pH: 7.0
1% (whv) tripton

0.5 % (w/v)  éleszt6 kivonat
1% (W) NaCl
[1.5% (w/v) agar]

MS (Murashige-Skoog Medium) pH: 5.6
4.3 g/l MS "Basal Salt Mixture"
3 % (wiv) szahar6z

1% (wiv) agar

CIM (Callus-Inducing Medium) pH:5.8
0.5g/ MS "Basal Salt Mixture"
2 % (Wiv) szahar6z

0.8 % (w/v) agar

sterilizalas utan:

5mg/l AgS203

0.5 mg/i 2,4-D

0.05mg/I kinetin

YEB pH: 7.0

0.5% (w/v) "beef extract"
0.1 % (w/v)  éleszt6 kivonat
0.5 % (w/v) pepton

0.5 % (w/v)  szahar6z

[1.5 % (w/v) agar]

sterilizalas utan

2 mM MgCl;

AM pH:5.6

2.15 g/l MS "Basal Salt Mixture"
1% (w/v) szahar6z

0.2 % (wlv) fitagél
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Antibiotikumok

Az antibiotikumokat a Sigma-Aldrich cégt6l szereztik be. A készitmények altalunk

crer

antibiotikumot hasznaltuk, az alabbi tablazat foglalja Gssze.

Antibiotikum Végkoncentracioé Organizmus

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml Esherichia coli
Streptomicin (Sm) 100 pg/ml Esherichia coli

Tetraciklin (Tet) 25 pg/ml Esherichia coli
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml Agrobacterium tumefaciens
Rifampicin (Rif) 100 pg/ml Agrobacterium tumefaciens
Kanamicin (Km) 25 pg/ml Agrobacterium tumefaciens
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml Arabidopsis thaliana
Klaforan (Cf) 200 pg/ml Arabidopsis thaliana

4.1. tablazat. A kisérletekben hasznalt antibiotikumok jegyzéke.

Enzimek

A kisérletek soran hasznalt restrikciés endonukleazokat, T4 DNS-ligazt, T4 polinukleotid-
kindzt (T4 PNK), Klenow-polimerazt, Taq-polimerazt, a dA,G,T,CTP nukleotidokat, valamint
az enzimreakciokhoz sziikséges valamennyi pufferoldatot az MBI Fermentas (Litvania,

Vilnius) széllitotta.

Plazmidok, cDNS- és egyéb klonok
A pBluescript®Il KS/SK (pKS/pSK) plazmid vektort (2964 bp, Amp®R ,(R =rezisztencia)
kék/fehér szinszelekcid) a Stratagen-tdl (La Jolla, California, USA) vasaroltuk. A pPCV

(plant cloning vector) binaris plazmidot (Koncz ¢és mtsai, 1994) Koncz Csaba csoportjatol
kaptuk (Max-Planck Intézet, Németorszag, Koln). A vektor tartalmazta az eredeti Ti plazmid
T-DNS szakaszabol szdrmazo jobb ¢€s bal oldali hatarolé szekvencidkat (RB és LB), valamint
ezek kozé épitve a bakterialis replikacios origét (ORlcoie1), az ampicillin/carbenicillin
rezisztenciagént (Amp"), és a ndvényi sejtekben megnyilvanuld konstitutiv nopalin-szintiz
promoterrel (Pnos) vezérelt higromicin-foszfotranszferaz (higromicin-rezisztenciaért felelds)

gént (hpt). A két rezisztenciagén kozott egy szintetikus polilinker talalhato, amely nagyszamu

43



egyedi restrikcios hasitohelyet tartalmaz, eldsegitve a kivant génkonstrukciok beépitését. A
polilinker a nopalin szintdz gén 3' poliadenilacids szignal-szekvencidit tartalmazo6 (Thos) rovid
szakasszal zarul, amely segiti az elé épitett cDNS-rdl képz6d6 mRNS molekulak megfeleld
processzalodasat a novényi sejtekben. A modositott luciferdz riporter gén ¢cDNS klonjat

(LUC+) a Promega cégtdl vasaroltuk.

Baktériumok

A munkank sordn hasznalt valamennyi baktériumtorzset a Stratagene-tdl szereztiik be. A
molekularis klonozas soran a rekombinans plazmidok felszaporitasara az E. coli XL-1 Blue
torzsét (Tet®) hasznaltuk. Az elkésziilt génkonstrukciokat E. coli S17-1 sejtekbe (SmF)
transzformaltuk, mivel ezek a sejtek képesek konjugaciora az Agrobacterium tumefaciens
GV3101 torzsével (RifR), aminek soran az adott génkonstrukciot tartalmazo binaris vektor az
Agrobacterium sejtekbe jut at. A fenti Agrobacterium torzs hordozza a pMP90RK plazmidot
(KmR), amelyen az eredeti Ti plazmid vir (virulence) génjei talalhatoak. E gének éltal kodolt
fehérjék sziikségesek a bindris vektor T-DNS szakaszanak (a jobb ¢és bal oldali
hatarszekvenciak kozotti rész, amely esetiinkben a génkonstrukciokat is tartalmazta) a
novényi sejtekbe torténd transzferéhez (Koncz és mtsai, 1994). A kiilonbozo
baktériumtorzsek tisztasagat, ill. a bindris vektor jelenlétét megfeleld antibiotikum-

kombinaciok alkalmazasaval ellendOriztiik.

Novények

Transzgénikus novények elballitasa és 0ssz-RNS izolaldsa soran az Arabidopsis thaliana
Wassilevskija (Ws) Okotipusat hasznaltuk. A magokat 5%-0s CaCl,O oldatban 5 percig
sterilizaltuk, ezutdn haromszor steril desztillalt vizzel mostuk, majd 3% szahardzt tartalmazo
MS téptalajra szélesztettiik és steril koriilmények kozott neveltiik. A magokat - a csirazas
elésegitésének érdekében - 2 napig 4°C-on, sététben tartottuk, majd nevelé kamraba (Sanyo,
MLR-350) helyeztiik 6ket, ahol 12 o6ra fény (60-70 pmol/mzS, fehér fény)/ 12 oOra sotét
fotoperiddus mellett, 22°C-on néttek 7 vagy 21 napos korukig.
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4.2. Molekularis bioldgiai modszerek

Plazmid DNS tisztitds (Sambrook és mtsai, 1989)

A megfeleld plazmidot hordozé baktériumsejteket szelektiv antibiotikummal kiegészitett
LB tapoldatban novesztettitk 37°C-on 12 6ran at, alland6 razatassal. A sejteket centrifugaléssal
gyljtottik Ossze, majd lizozimes emésztés utan alkalikus SDS kezeléssel feltartuk Oket. A
fehérjéket savas 3 M kalium-acetat oldattal csaptuk ki. A tisztitdst fenolos extrakcioval
folytattuk, végiil a plazmid DNS-t alkohollal kicsaptuk. 70%-os alkohollal val6 mosas és szaritas
utan a csapadékot TE pufferben (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH: 8.0) oldottuk fel. Az igy

nyert plazmid DNS alkalmas volt restrikciés emésztésre.

Génkonstrukcidk készitése

Elso lépésként a start kodon nélkiili LUC+ cDNS-t megfeleld orientidcidban (az atirddas

polilinker szekvencia:
EcoRI*  Hindll Hindii _Xbal BOlIl”_Pstl  ~ gqx _Xbal BamHI*_Smal*
GAATTCCAAGCTTGGCCAAGCTTCTAGAGATCTGCAGGTCGACTCTAGAGGAT CCCCGGG ATG...

LUC+
~1650bp \

LUC+ - NOS pPCV
~ 9900 bp

LB

RB
*: egyedi hasito helyek

7. dbra A LUC+-NOS pPCV vektor vazlatos szerkezete.
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crer

¢épitettiik a 7. dbran lathato modon. A tovabbiakban a LUC+-NOS pPCV az egyes PHY
promoter::LUC+ konstrukciok alapjaként szolgalt.

Az egyes PHY gének promoter-szakaszait Wassilewkija Okotipusbol szadrmazo
genomialis templat DNS-en végzett PCR (polimerase chain reaction) soran amplifikaltuk,
majd izolaltuk. A PCR primereket Ggy terveztiik, hogy a kapott fragmentumok tartalmaztak a
teljes 5' nem-transzlalodo régiokat (a kodolo régio elso triplettjét mar nem), valamint minden
olyan cisz-aktiv elemet, amely korabbi kisérletek alapjan a megfelelé szintli és regulalt
kifejez0déshez sziikségesnek bizonyult (Somers és Quail, 1995b; Goosey és mtsai., 1997,
Clack ¢és mtsai., 1994;). A PCR primerek 5' végére egyedi restrikcios hasitohelyeket
terveztiink a klonozas egyszertsitése céljabol. Az izolalt fragmentumokat restrikcios
enzimekkel emésztettiikk, majd az azonos enzimekkel felnyitott LUC+-NOS pPCV vektorba
¢épitettik a LUC+ cDNS 5' vége elé, megfeleld orientacioban. A CRY1 prométer
fragmentumot Antony Cashmore-tol (University of Pennsylvania Health System,
Philadelphia, USA) kaptuk. Az egyes promoter-szakaszok fontosabb adatait a 2. tablazat

tartalmazza.

A gén neve Az izolalt promoter- Beépitett hasitohely
szakasz mérete az 5' végen a 3' végen
AtPHYA 2357 bp EcoRI BamHI
AtPHYB 2292 bp HindllI BamHI
AtPHYC 2683 bp EcoRlI Smal
AtPHYD 2582 bp Sall Smal
AtPHYE 2704 bp Hindlll BamHI
AtCRY1 1004 bp EcoRlI Stul
AtCRY2 3522 bp HindllI BamHI

2. tablazat. A kisérletekben hasznalt prométer-fragmentumok fontosabb jellemz6i

Northern hibridizacio, RN4z protekcios analizis

Novényi 0ssz-RNS tisztitdshoz 1-1.5 g ndvényi anyagot (csirandvényeket, hajtasokat)
folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és dorzsmozsarban homogenizaltunk. Az elporitott
mintat 15 ml-es Corex centrifugacsében 5 ml extrakcios pufferrel [S0 mM Tris-HCI pH:8.0,
300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2 % SDS, 0,1 % (v/v) p-merkaptoetanol, 2 mM ATA (aurin-
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trikarboxilsav)] 37 °C-on inkubaltuk 30 percig. Ezt kovetéen 1 ml 2 M KCI oldatot adtunk a
mintdhoz, majd Osszerdzds utdn jégen tartottuk 30 percig. A sejt- és szovettormeléket
centrifugalassal (Sorwall SS34 rotor, 10000 rpm, 10 perc, 4°C) iilepitettiik. A feliiluszot 1)
cs6be mértiik at, majd 2.5 ml 8 M LiCl oldat hozzaadasaval (4°C, 16 h) csaptuk ki az RNS
molekulakat. A centrifugalas (Sorwall SS34 rotor, 10000 rpm, 20 perc, 4°C) utan kapott
csapadekot 400 ul steril desztillalt vizben vettiik fel, 1.5 ml-es Eppendorf csébe mértiik at,
fenolos extrakcioval tisztitottuk, majd 1/10 térfogatnyi 5 M NaCl és 2.5x térfogati absz.
etanolt adtunk hozza és -20 °C-on inkubaltuk 1-2 6raig. Centrifugalast kovetden a csapadékot
70 %-os etanollal mostuk, vakuum alatt szaritottuk, majd 80-100 ul steril desztillalt vizben
oldottuk fel. Az RNS molekuldk mennyiségét a minta 260 nm-en mért optikai denzitdsabol
hatdroztuk meg.

Az RNS izolalas soran hasznalt iivegeszkozoket 3 %-0s H202 oldatban aztattuk 30-60
percig, DEPC (dietil-pirokarbonat)-kezelt desztillalt vizzel atoblitettiik, majd megszaritottuk.
A steril desztillalt vizet, valamint a KCl, NaCl ¢és LiCl oldatokat DEPC kezeléssel RNaz
mentesitettiik (a kész oldathoz DEPC-t mértiink 0.1 % (v/v) végkoncentracioban, 37 °C -on
inkubaltuk 16 o6raig, majd autoklavoztuk).

A viszonylag nagy mennyiségben termeléddé CAB mRNS molekuldkat Northern
hibridizécioval, a kis mennyiségben el6fordulé PHY és CRY mRNS molekuldkat, valamint a
PHYA gén 3 eltér6 méretii transzkriptumat RNaz protekcidos analizissel mutattuk ki
(Sambrook és mtsai, 1989).

Northern analizishez 50% formamid jelenlétében denaturdlt 15 pg RNS-t
elektroforézissel frakcionaltunk 1% formaldehid-agar6z gélen. Az RNS-eket a gélbdl S&S
NYTRAN®-N nylon membranra transzferaltuk a Schleicher-Schuell cég utasitasai alapjan. A
hibridizacidhoz probaként hasznalt DNS fragmentumot (az Arabidopsis CAB2 cDNS 800 bp
vagy az UBQ10 143 bp hosszlisdgu fragmentumat) random primer meghosszabbitasaval jeloltiik
[0-3P]-dCTP jelenlétében. A jellé reakcidhoz az Amersham cég Megaprime™ RPN 1606
jelold kitjét hasznaltuk a mellékelt leirds alapjan. A be nem épiilt nukleotidokat a probatol
Sephadex G50 oszlopon torténd gélsziiréssel valasztottuk el.

A NYTRAN®-N filtereket 2 6ran at el6hibridizaltuk 65°C-on 5x SSPE (1x SSPE: 0.18 M
NaCl, 10 mM NaPO4 pH: 7.7, 1 mM EDTA), 1% SDS, 5x Denhardt's [1x Denhardt's: 0.02%
(wiv) fikoll, 0.02% (w/v) polivinil-pirrolidin, 0.02% (w/v) BSA], és 100 pg/ml denaturalt
csirkevér DNS tartalmu elegyben. A denaturalt proba hozzdadasa utan a hibridizaciot 65°C-on
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16-24 6ran at folytattuk. Ezt kovetOen a filtereket csokkend sdkoncentracio mellett mostuk (2x
SSC - szobahémérsékleten, 1x SSC - 65°C-on, 0.1x SSC - 65°C-on) 0.1% SDS jelenlétében (1x
SSC: 0.15 M NaCl, 15 mM Nas-citrat pH: 7.2). A filtereket specialis kazettakban exponaltuk egy
napig, majd a radioaktiv jeleket a Phospholmager (Molecular Dynamics) késziilék segitségével
tettiik lathatova. A jeleket az ImageQuant 1.1 (Molecular Dynamics) szoftver hasznalataval
kvantitaltuk. Ezutan a filtert 0.1%-0s SDS oldatban 10 percig forraltuk, majd kihiilés utan az
UBQI10 probaval a fent leirt mddon Gjra hibridizaltuk a filtert. Végiil az CAB2 jelének értékeit az
azonos idéponthoz tartozé UBQ10 értékeivel korrigaltuk.

RNaz protekcios analizishez sziikséges probak eldallitdsdhoz a fotoreceptor gének
amplifikaltuk, majd Bluescript plazmidba épitettiik. A a fotoreceptor gének génbank szerinti

megfeleld hivatkozasi szamait valamint ennek megfeleléen a proba-fragmentumok 5° és

crer

A megfelelo gén neve Génbanki hivatkozasi szam A préba-fragmentum
5' és 3' végének pozicioja

AtPHYA X17341 3,108- 3,347
AtPHYB X17342 3,348 -3,565
AtPHYC X17343 291-565
AtPHYD X76609 2,888-3,177
AtPHYE X76610 804-1,126
AtCRY1 AL161513 111,223-111,397
AtCRY2 U43397 1,261-1,542
AtUBQ10 L05361 1,008-1,151

3. tablazat Az RNaz protekcios probak helyzete

A PHYA transzkriptumok kimutatdsdhoz egy 430 nukleotid hossziisdgii probat
hasznéaltunk, melynek fragmentuma a promoéterbdl indult (—259) és az 5° nem transzlalodo
régiodban ért véget (+125). Mivel a proba lefedte mindhdrom transzkripcids starthelyet, igy
harom kiilonb6zé méretli védett fragmentum keletkezett. Ezek mérete a kovetkezOképpen

alakult: mMRNA1 - 121 nukleotid, MRNA2 - 204 nukleotid, és mRNA3 - 380 nukleotid.
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A plazmidokbél izolalt fragmentumokboél (a-3?P)UTP jelenlétében radioaktivan jeldlt
antiszensz RNS probat szintetizaltunk a T7 RNS polimerdz segitségével a T7 Transcription
Kit (Fermentas) instrukcioi alapjan. A jelolt RNS fragmentumot 6%-os poliakrilamid gélen
valasztottuk el, majd autoradiografia alapjan izolaltuk a gélbol. A jelolt probat RNS extrahdlo
pufferrel (0.5 M NH4C2H302, 0.01 M Mg(C2H302)2, 0.1% SDS, 1 mM EDTA) elualtuk a
g¢élb6l. Mintanként 30 pg novényi RNS-t hibridizaltunk a megfelelé fotoreceptor probajanak
¢s a kontroll UBQ10 probanak elegyével (50-50000 cpm) 10ul hibridizalé pufferben (80%
formamid, 1 mM EDTA, 400 mM NacCl, 40 mM PIPES pH 6.7). A reakci6t 46°C-on 16 6ran
keresztiil végeztiik, majd RNaz oldatot (10 mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 100 mM LiCl, 40 pg/ml RNaz A és 2 pug/ml RNaz T1) adtunk a hibridizacios
elegyhez. A mintakat 1 6ran at emésztettiik 30 °C-on, majd proteindz K (20 pug/ml) és 10%-0S
SDS-t hozzdadva 37 °C-on inkubaltuk az elegyet 15 percig. Ezutan fenol és kloroform 1:1
aranyu keverékével extrahdltuk a fehérjéket, majd a vizes fazisbol tRNS jelenlétében hideg
etanollal kicsaptuk az RNS-t. A mintakat két 70%-os etanolos mosas utan beszaritottuk és 5
ul formamidos festékoldatban [80 % (v/v) formamid, 1x TBE (90 mM Tris, 90 mM borsav, 2
mM EDTA), 0.05 % (w/v) xilén-cyanol, 0.05 % (w/v) bromfenolkék] oldottuk fel. A mintékat
5 percig 100 °C-on denaturaltuk, majd ureat tartalmazo 6%-os poliakrilamid gélen futattuk és
szaritas utan a Northern analizisnél ismertetett médon detektaltuk a radioaktiv jelet. Az egyes
mintak értekét a megfeleld ubiquitin kontroll értékeivel korrigaltuk. A kisérleteket legalabb

kétszer megismételtiik. A dolgozatban egy-egy reprezentativ adatsor keriil bemutatasra.

4.3 Transzgénikus novények eléallitasa, kallusz képzés

Transzgénikus novények eloallitdsa

Az Arabidopsis novények transzformacioja soran a Clough és Bent (1998) altal kifejlesztett
virag-infiltraciés modszert alkalmaztuk. A megfelelé Agrobacterium torzset karbenicillinnel
kiegészitett YEB tapoldatban (300 ml) novesztettik szobahdmérsékleten 2 napig. A
baktériumokat centrifugalassal (3500 rpm, 20 perc, 25°C) Osszegytjtottik. A baktérium-
csapadékot Ovatosan felszuszpendaltuk 2 ml 5%-0s (w/v) Szachardz oldattal, majd ezt
kovetden lassan, folyamatos keverés mellett tovabbi 200 ml cukoroldattal higitottuk,
végezetiil pedig 40 ul Silwet L-77 oldatot adtunk a baktérium-szuszpenziohoz. Ez utobbi
vegylilet fokozza a ndvényi szovetek nedvesithetGségét, igy ndveli az Agrobacterium-

kozvetitette géntranszfer hatékonysagat. Uveghdzban nevelt Arabidopsis ndvények 5-10 cm-
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es viragszarat és a rajta 1évo viragokat a fentiek alapjan elkészitett szuszpenzidba meritettiik
10 masodpercig, majd foliaval letakarva, magas relativ paratartalom mellett tartottuk egy
napig. A transzformaciot kovetden a névényeket tovabb neveltiik az tiveghazban és magot
gyljtottiink roluk. A magokat higromicinnel kiegészitett MS taptalajon csiraztattuk, amelyen
csak a transzformans egyedek képesek megfeleléen fejlédni, igy kivalasztasuk viszonylag
egyszerl. A kivalasztott csirandvényeket (T1 nemzedék) friss taptalajra helyeztiik, majd
miutan megerdsodtek és megfeleld gyokérzetet fejlesztettek, foldbe iiltettiik és magérlelésig
iiveghdzban neveltiik dket.

A ndvényi transzformacios kisérletek sordn minden konstrukcid esetében 15-20
fiiggetlen transzgénikus vonalat allitottunk eld. A transzgének miikodését minden esetben a

T2 nemzedék egyedeiben vizsgaltuk.

Kalluszképzés

A Kkalluszt a CAB2::LUC+ valamint PHYA::LUC+ inszerciot hordozo transzgénikus
novények felnott leveleibdl hoztuk 1étre Clarke és munkatarsainak (1992) leirasa alapjan. A
megfeleld Arabidopsis magokat a fent leirt mdédon sterilizaltunk, majd a kikelt novényeket
AM taptalajon neveltiink 16 napos korukig. A fiatal leveket levagtuk, majd a levélérrel
parhuzamosan bemetszéseket ejtettilk, majd a levelek kallusz-indukalo CIM téptalajra
helyeztiikk. A kallusztelepet levélasztottuk a levéldarabrol és a mérésig CIM taptalajon
neveltiik.

4.4. In vivo luciferaz enzimaktivitas-meghatarozas

In vivo lumineszcencia mérés CCD kameraval

A transzgénikus novényeket 7 vagy 21 napig neveltiik steril MS taptalajon 12 6ra fény (60-70
uM/m?) / 12 ora sotét fotoperiodus mellett, 22 °C-on. A szovetspecifikus kifejezddés
vizsgalatahoz a novényeket a taptalajbol kiemelve szentjanosbogarbdl szarmazo D-luciferin
1mM-os oldataba (Biosynth AG, Svajc) aztattuk 5 percen keresztiil, majd 2 oraval kés6bb
digitalis felvételeket készitettiink nagy érzékenységili, folyékony nitrogénnel hiitott CCD
kameraval (LN/CCD-512-TKB, Princeton Instruments, USA). A kiilonb6zd transzgéneket
hordozéd vonalak esetében eltérd expozicios idoket alkalmaztunk a jel erdsségétdl fiiggden,

melyeket a 4. tablazat foglal dssze.
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Expozicios ido (perc)
Trim§zgénikus 7 napos, fényen nétt 7 napos, etiolalt 21 napos novények
noveny neve csiranovények csiranovények (10. abra)
(8. abra) (9. abra)
AtCAB2::LUC+ 10 20 5
AtPHYA::LUC+ 5 1 5
AtPHYB::LUC+ 5 10 -
AtPHYC::LUC+ 15 15 -
AtPHYD::LUC+ 30 30 -
AtPHYE::LUC+ 30 30 -
AtCRY1::LUC+ 10 10 -
AtCRY2::LUC+ 15 15 -

4. tablazat Expozicios id6 a szovetspecifikus luciferaz-aktivitas mérések soran

A kisérletek soran a promoter-aktivitds cirkadian vizsgalatdhoz kétféle, a luciferaz

enzim aktivitdsdt méré miiszert hasznaltunk. A 21 napos transzgénikus novények luciferaz-

aktivitds mérését a fent ismertetett CCD kameraval kovettiik nyomon. A novények steril MS

taptalajon, 12 6ra fény (60-70 umol/m?s, fehér fény)/ 12 6ra sotét fotoperiodus mellett, 22°C-

on ndttek a nevel6kamrakban 21 napos korukig. 6 oraval a mérés kezdete elott elvégeztiik a

sziikséges beavatkozdsokat. Az intakt novények kivalasztott szerve koré nagy méretd,

atlatszatlan hajlékony milanyaglemezt helyeztiink (8. 4bra), amit a tovabbiakban gallérnak

neveziink. A gallér megakadalyozza a fény
atszivargasat mas szervekbdl (még a

taptalajon  keresztiil is). A gallér

felhelyezése és haszndlata nem okoz
sériilést a novényi szovetekben. A sebzés
vizsgalatakor a levélérrel parhuzamosan
bemetszéseket ejtettiink vagy csipesszel
megszurkaltuk a levéllemezt, majd gallért
helyeztiink a levélnyél koré. A szervek
izolalasakor a gyokeret gyokértonél, a

leveleket a levélnyél alapjanal valasztottuk

le a novényrél, a megmaradt részbol

!<— detektor

8. abra A gallér
vazlatos képe

taptalaj

l

hasznalatanak
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vagtuk a hipokotildarabokat. Minden izolalt novényi darabot steril MS taptalajra fektettiink. A
beavatkozasok utan azonnal 5SmM luciferin oldattal lepermeteztiik a mintdkat, s a mérés
kezdetéig visszahelyeztiik az eredeti nevelési koriilmények kozé. A mérés soran 2 dranként,
4-5 napon keresztiil digitalis felvételeket készitettlink a mintakrol. A mérések soran a
mintakat végig a kamera sotét mérékamrajaban tartottuk. Folyamatos vords fényben tortént
mérésnél a mérékamraba szerelt, id6zitdvel ellatott LED-sor (A=660+/-15nm) biztositotta a
fényt, mely az expozicié kezdete eldtt 5 perccel kikapcsolodott. 25 perces expozicids idot
alkalmaztunk, igy a mintdk 2 6ranként maximum 30 percet toltottek sotétben, amit a irodalmi
adatok szerint (Millar és mtsai., 1995a) a cirkadian 6ra szabalyozadsa szempontjabol a novény
folyamatos fénynek tekint. A digitalis felvételeken a MetaView program (Universal Imaging,
USA) segitségével meghataroztuk €s kvantitaltuk a mintdkbol szdrmaz6 fény mennyiségét,
amely a luciferaz-aktivitds adott id6pontban mérhetd szintjével aranyos érték. A CCD chip
hattérzajaval korrigélt relativ aktivitasértékeket az id6 fiiggvényében abrazolva kaptuk meg az
egyes konstrukciok kifejezddésének idébeli mintdzatat a kiilonbozd fényviszonyok kozott. A
méréseket konstrukcionként 3 fiiggetlen transzgénikus novényvonalon is elvégeztiik tobbszori
ismétléssel. Valamennyi kisérlet soran hasonl6d eredményeket kaptunk, a dolgozatban egy-egy
reprezentativ abrasorozat keriil bemutatasra.

A nagyfelbontdsu lumineszcens felvétel készitésére egy Axioplan2 motorizalt
fénymikroszkopot (Zeiss, Jena, Németorszadg) Osszekotottik a CCD kameraval oly modon,
hogy a mikroszképon keresztiil érkezé lumineszcens jelet a CCD chip detektalta. A
PHYA::LUC+-t hordozo transzgénikus ndovényeket 14 napos korukig 12 6ra fény/12 6ra sotét
fotoperioduson neveltik MS taptalajon, majd 2 napig folyamatos sotétben tartottuk. A
sOtétben tartott mintak eldkészitését biztonsagi zold fényben (A=540-550 nm) végeziik, mely
bizonyitottan nem indukal fotoreceptorok altal kozvetitett folyamatot (Andrew Millar és
Anthony Hall szobeli kozlése). Biztonsagi zold fényben gyokereket izolaltunk a taptalajbol,
melyeket egy csepp MS taptalajt hordozo targylemezre fektettiik, 10ul 5mM-o0s D-luciferin
oldattal atitattuk a taptalajt, majd fed6lemezzel lefedtiik. 5-10 percig vartunk a luciferin oldat
felszivodasara, mikozben bedllitottuk a megfeleld fokusztavolsagot, majd 1 percig
exponaltunk. Ezt kovetden elkészitettiik azonos fokusz-allasban a valos képet. A felvételeket

MetaMorph szoftverrel értékeltiik ki.
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In vivo lumineszcencia-mérés luminométerrel

A csirandvényeken végzett kisérleteket Topcount® automatizalt luminométerrel (Packard)
végeztliik. A csirandvényeket a mérés kezdete el6tt 6 oraval steril koriilmények kozott egy 96
zsebes mérdlemezbe helyeztiik. Egy novény keriilt minden zsebbe, melyek egyenként 0.25 ml
MS taptalajt tartalmaztak. 20 ul 2 mM-os luciferin oldattal lepermeteztiik a névényeket, végiil
sterilen védofoliaval lefedtiik, s a mérés kezdetéig visszahelyeztiik a neveld kamraba. A mérés
valamennyi esetben a csirdztatdst kovetd 7. napon indult, a fényfazis vagy a sotétfazis
kezdetén (ZTO ill. ZT12). A luminométer 3-5 napon keresztiil 1-2 dOranként rogzitette a
zsebekben taldlhatdo novényekbdl szarmazo fényjelet. A fény/sotét peridduson torténd, azaz
LD (light/dark) mérések soran a nevelés alatt fennalld fény/sotét koriillményeket tartottuk fenn
tovabbra is. A folyamatos sotét, roviden DD (dark/dark) mérések soran a ndvényeket a
fénytazis végének megfeleld idépontban (ZT 12) folyamatos sotétbe helyeztiik. Folyamatos
fényben torténd, roviden LL (light/light) mérések soran a mintak az els6 fényfazis kezdetén
(ZTO0) keriiltek folyamatos fehér vagy voros fénybe. A fényszakaszok alatt a mérés eldtt a
megyvilagitott nevelokamrabol a luminométer sotét belsd mérdterében helyeztiik a ndvényeket
tartalmazo lemezeket, majd 5 perc mulva indult a detektalas, annak érdekében, hogy a
klorofill autokemilumineszcencidja ne zavarja a mérési eredményeket. Egy mérési pont
Osszesen 9 perc fényhidnyt jelentett, ami nem elegendd a cirkadidn ora atéallitasahoz. A sotét

szakaszok alatt a lemezek végig a s6tét mérokamraban maradtak.
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5. EREDMENYEK

5.1 Szovetspecifikus kifejezodés vizsgalata

Vizsgalataink els6 részében az Arabidopsis fitokrom (PHYA-E) valamint a CRY1 és CRY2
gének promoter-aktivitasanak idébeli €s térbeli feltérképezést céloztuk meg a napi ritmikus
kifejez6dés szempontjabol. Ehhez a gének promoterébdl €s a szentjanosbogar luciferaz génjét
koédoldo ¢cDNS-bSl (LUC+) alld kiméra konstrukcidkat hoztunk létre az Anyagok és
modszerek fejezetben ismertetett modon. A promoéterek minden esetben tartalmaztak a start-
kodon el6tti teljes hosszisagli 5° nem-transzlalodo régiot és azokat a cisz elemeket, melyek -
irodalmi adatok alapjan - biztositjak a specifikus kifejezodést.

Az 0Osszes regulator-szekvenciat hordozd promoter a sajat génjének térbeli és idébeli
expesszios mintazatat kolcsonzi az altaluk vezérelt riportergén szamara, legtobb esetben
fliggetleniil a genomba vald beépiilés helyétdl. Ennek megfeleléen a mi kisérletiinkben a
luciferdz enzim aktivitasa a fotoreceptor promoterek miikodését tiikkrozi. Mivel a luciferaz
fehérje kifejezetten bomlékony, igy alkalmas nemcsak a térbeli, hanem az iddbeli valtozasok
pontos detektalasara is, hiven kdvetve az aktualisan lejatszodo folyamatokat.

A konstrukciokat Agrobacterium tumefaciens segitségével Arabidopsis novényekbe
transzformaltuk, majd a homozigéta T2 nemzedék kiilonbozd koriilmények kozott nevelt
csirandvényeiben vizsgaltuk a transzgének szovetspecifikus kifejezoddését. Olyan nevelési
kortilmények kozott jellemeztiik a szovetspecifitast, melyek kozott a késdbbi kisérletekben a
génkifejez0dés iddbeli, napi sajatsagait tanulmanyoztuk.

12 ora fény/12 6ra sotét fényperidduson ndtt 7 napos csirandvények szdvetspecifikus
luciferaz-aktivitasat figyelhetjik meg a 9. dbrdn. Altalanossagban elmondhatd, hogy a
csirandvények minden szervében detektalhatd volt a fotoreceptorok promoter-aktivitasa. A
fold feletti szervekben lényegesen erdsebb a kifejezddést tapasztaltunk, mint a gydkérben,
ahol az aktivitds leginkdbb a gyoOkércsticsba koncentralodott. Kivételt képez a CRY1
fényreceptor, melynek nem volt gyokérspecifikus megjelenése. A PHYA:I:LUC+ ¢és a
CRY2::LUC+ lumineszcens képe nagyon hasonl6: magas szintl aktivitds mérhetd a hajtas- és
a gyokércsucsban, valamint kisebb, de szignifikdns a jel a sziklevélben, a hipokotilban ¢s a
gyokérben is (9/B, 9/H éabra). A PHYB promoter-aktivitdsa az 0sszes szervben kimutathato,
legmagasabb szintet a hajtas- valamint a gyokércsucsban érte el (9/C.abra). A PHYD és PHYE
gén térbeli kifejezddése a PHYB génére hasonlitott, azzal a kiilonbséggel, hogy a
hajtascsticsban mérhetd aktivitasuk alacsonyabb (9/E, 9/F abra). A PHYC gén promoterét
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jellemzd luciferaz-aktivitas legintenzivebben a sziklevélben és a gyokércsucsban jelentkezett,
bar az elsddleges levelekben, a hipokotilban €s a gyokérben is detektalhatd volt (9/D abra). A
CRY1 valamint a kontrollként hasznalt CAB2 prométer kifejezddése a fold feletti szervekre
korlatozodott (9/A, 9/G abra).

4 napos, sotétben nétt csirandvényekben is megvizsgaltuk a promoter-aktivitas térbeli
eloszlasat (10. dbra). Alapjaban hasonl6 kifejezddési mintdzatot mutattak, mint a fénycikluson
nétt csirandvények: fold feletti részekben sokkal hangstlyosabb volt a fotoreceptor-
promdterek aktivitdsa, mint a gyokérben. A hajtason beliil is a hipokotilkamp¢ és a sziklevél a
f6 megjelenési hely, mig a hipokotil als6 felében minden esetben drasztikusan lecsdkkent a
kifejez6dés. A gyokérben ismét a gyokércsucsra koncentralédott az aktivitds, de messze
elmaradt a fényen nétt novényekétdl. Szinte kizarolag a sziklevélben termelddott a CRY1 €s a
PHYD receptor (10/F, 10/D abra). A PHYB ¢s PHYC promoter a sziklevélben a legaktivabb,
de a hipkotil-kampo régidoban is magas szinten mitkodnek (10/B, 10/C abra). A PHYA és a
CRY?2, melyek a nagyon alacsony intenzitasu vords illetve kék fény érzékeléséért feleldsek, a
hipokotil felsd szakaszan termelddtek legnagyobb mennyiségben (10/A, 10/G ébra).

Az eddigi kisérletekben a gyokércsicsban is megjelent a fotoreceptor-promoterek
aktivitasa, viszont a képek alapjan nem lehet megallapitani, hogy van-e kitlintetett sejtcsoport,
melyre jellemzd a fotoreceptorok jelenléte. A nagyobb felbontds 1étrehozasa érdekében egy
folyékony nitrogénnel hiitétt CCD kamerat sszeépitettiink egy fénymikroszkoppal. Ezzel a
kombindcioval akar sejtszintli felbontas is elérheté. A PHYA::LUC+ konstrukciot hordozo

névény sotét-adaptalt gyokerérdl készitettiink felvételeket (11. 4dbra). Azért ezt a transzgént

11. abra A PHYA gén kifejez6dése a gyokércsucsban

Sotét-adaptalt csirandvények Okércsucsarol késziilt luminszcens képek
(jobbra) és a nekik megfeleld valos felvételek (az azonos sorban balra). A fels6
es alsd képsor ugyanazon gyokér egymashoz kozel esd fokalis sikjat mutatﬂ'a. A
lumineszcens felvételen a sotétebb arnyalat az erdsebb intenzitast jelenti.
(visSza az osszefoglalasba)
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valasztottuk, mert a tovabbiakban a PHYA promoter szerv- ¢és szovetspecifikus
kifejezddésével részletesebben is foglalkozni kivantunk.

A legintenzivebb lumineszcens jelet jol korvonalazhatoan a gyokérsiiveg
sejtjeiben detektaltuk; tovabba gyengén kirajzolodott a vaszkularis szovet korvonala. Ezzel
ellentétben a gyokérmerisztéma szinte alig mutatott aktivitast. A gyokérsiiveg feladata a
gyokér novekedési iranyanak kijelolése, melyet dontdé modon a gravitacido befolyasol, de a
fénynek is van kisebb moddositd szerepe: a kék fény negativ fototropizmust indukal, mely
sokkal jelentdsebb, mint a vords fény altal eldidézett pozitiv fototropizmus (Kiss és mtsai,
2003). Ez az ¢lettani folyamat megmagyarazhatja a fotoreceptorok termelddését a

gyokérsiivegben.

A PHY A termelddésével részletesebben kivantunk foglalkozni mind az egyedfejlodés
korai, mind a késObbi szakaszaban, ezért a promoter-aktivitdsanak térbeli eloszlasat 3 hetes

korban is jellemeztiik. A 12 6ra fény/12 ora sotét fényperidoduson nétt 21 napos PHYA::LUC+

12. &bra A PHYA gén kifejezddése fejlett novényben

3 hetes CAB2::LUC+ (B) és PHYA::LUC+ (D) transzgénikus Arabidopsis
novények lumineszcens képe, valamint vellik egysorban a nekik megfelelé valos
fényképek, CAB2::LUC+ (A) és PHYA::LUC+ (C). A lumineszcens képek szinei
nem valos szinek, hanem a jel intenzitdsat mutatjak: fehért6l a feketéig csokkend
értékekkel.
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¢s CAB2::LUC+ transzgénikus novény luciferaz-aktivitisa a csirandvény-korban
megfigyelhetd eloszlast tiikrozi (12. abra). A CAB2 csak a fold feletti szovetekben, azon beliil
a kiilonb6zo koru és fejlettségli levelekben egyenletesen termelddik. Ezzel szemben a PHY A
az egész ndvényben termelddik, bar nem egyenletesen: a hajtascsucsban és a fiatal levelekben
nagyobb mennyiségben jelenik meg, mint a fejlett levelekben. A gydkérben tovabbra is
detektalhatd az expresszio, de ebben a korban mar a gyokércsticsban kevésbé hangstlyos a

jelenléte, viszont a gyokér mas részeiben felerésodik.

5.2 Fotoreceptor promoterek diurnalis szabalyozasa

Elészor arra a kérdése kerestiink valaszt, hogy a fotoreceptorok kifejez6dése mutat-e napi
fluktudciot fény/sotét (LD) ciklusokon tartva. Ilyen ritmusok megjelenésének oka lehet a
ritmikusan valtozo kornyezeti jel kozvetlen indukalo illetve gatld hatasa; vagy mas esetekben
a cirkadidn szabalyozds. Amennyiben a kdrnyezeti tényez0, jelen esetben a fény kozvetleniil
idézi el6 a dimurndlis ritmust, Ggy a kifejezddés valtozd tendencidja kotheté a fény
megjelenéséhez és megszinéséhez. Ha a cirkadian 6ra vezérli a génatirddast, akkor az
emelkedd szakasz mar a kornyezeti tényezd valtozasa elott elkezdddik. Olyan eset is
elképzelhetd, amikor a két szabalyozé tényezd egyiitt alakitja ki a kifejez6dés mintazatat.
Ebben az esetben a mintazat a kovetkezoképpen alakul ki: a fény ki- vagy bekapcsolasa
idopontjaban egy erdteljes valtozast mutat, ami par 6ra mualva belesimul a cirkadidn gdrbe
vonaldba. A fény hatdsdnak megfeleléen ez lehet az indukcid okozta expresszid ndvekedés,
vagy gatlas kovetkeztében megjelend csokkenés.

Ilyen szempontok alapjan fitokrom illetve kriptokrém prométer-luciferaz
konstrukcidkat hordozo6 transzgénikus novényekben kovettilk nyomon a transzkripcié idébeli
mintazatat. Kontrollként a mar alaposan jellemzett CAB2::LUC+ transzgént hordozé
csirandvényeket hasznaltuk. A mérési adatok harom fliggetlen transzformans vonalban mért
adatokat reprezentalnak.

Az Osszes vizsgalt promoter diurndlis ritmust mutatott, de eltérd amplitadoval és
fazissal, bar a maximumot minden esetben a fényszakaszban érték el. A PHYA tipikus
bifazisos gorbét mutat (13/A abra).Az elsd cstcs rogton a fény bekapcsoldsa utan jelenik meg,
amelyet a fény kozvetlen gatlo hatasa alakit ki. A sotét fazis el6tt par oraval megfigyelt
masodik cstics pedig a cirkadidn 6ra hatdsat mutatja. Ez a gorbe a cirkadian 6ra és a fény

crer

hasonl6 a PHYA-hoz, de kortilbeliil 4 6raval korabbi fazisban ritmizal (13/A abra). A PHYD
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¢s PHYE promoter esetében kisebb mértéki diurnalis expresszid volt megfigyelhetd, a PHYB-
hez hasonldan korai maximummal (13/C abra). A PHYC ritmikus jellege kevésbé kifejezett a
tobbi fényreceptoréhoz képest (13/B abra): kis amplitddoji, egyenletes emelkedést mutat a
fényfazisban, melynek végén eléri a maximumot, majd a fény megsziinése utdn azonnal leesik
a szintje, s allando értéken marad a kdvetkezd fényfazis kezdetéig. A fazisok egybeesése a
fény ki- és bekapcsoldsaval az sugallja, hogy ebben az esetben fény vezérld szerepe az
elsédleges. A CRY1::LUC+ aktivitasa a kontroll CAB2 promoéteréhez hasonldan robusztusan
ritmizal a fényfazis kozepén megfigyelheté fazisban (13/D abra). A CRY2 viszont sokkal
gyengébb periodicitast mutat, a sotétszakasz eldtti csuccsal (13/D abra). A PHYC-t kivéve a
fitokromok ¢és kriptokromok fény/sotét perioduson tapasztalhato ritmikus expresszidvaltozasa
nem kothetd szorosan a fény ki- illetve bekapcsolasahoz, ami a cirkadian 6ra altal kontrollalt

napi ritmusu folyamatokra jellemzo.

5.3 Fotoreceptorok promotereinek cirkadian szabalyozasa

Miutan a vizsgalt fotoreceptorok génatiroddsa diurndlis jellegli, azt szerettilkk volna
tanulmanyozni, hogy ez a mintazat a cirkadian ora hatdsanak koszOonheté-e. A cirkadian
ritmusok jellemz6 tulajdonsaga, hogy éalland6 koriilmények kozott is fennmaradnak. Ezért a
kérdés eldontésére megvizsgaltuk a fitokrom és kriptokrom promoterek aktivitdsat konstans
fényviszonyok mellett, mik6zben minden mas cirkadidn orat beallitd faktort allandé szinten
tartottunk.

12 ora fény/12 o6ra sotétben, allandd homérsékleten nétt 7 napos csirandvények
luciferaz-aktivitdsat el@szor folyamatos fényben (LL) kovettik nyomon. A cirkadian
kisérletek nulla idépontja (ZT0) megegyezés szerint az allandd kornyezetbe helyezés eldtti
utolsé bedllitd szignal, esetiinkben az utols6 sotét-fény atmenet.

Ilyen koriilmények kozott a legtobb gén ritmikus kifejez6dést mutatott, ami arra utal,
hogy a cirkadian o6ra kontrollja alatt allnak. Ez alatamasztja az LD cikluson mért adatokat, bar
azokhoz képest kisebb eltérések is megfigyelhetdek, ami leggyakrabban a fazis 1-2 oras
cstszasat jelenti. Példaul a PHYA és PHYB kés6bb éri el a maximalis aktivitasat LL-ben, mint
LD cikluson (13/A és 14/A abra), mig a PHYD és PHYE kicsit korabbi fazisban ritmizal
(13/C és 14/C abra).A PHY A-ra emellett jellemzd egy kis mértékti amplitidd-csokkenés is,
mig a tobbi fotoreceptor esetében ez nem szignifikdns. A kriptokromok kifejezddésében

viszont nem volt lathato eltérés a fény/sotét perioduson mérthez képest (14/D abra). Egyediil a
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PHYC::LUC+ gorbéje valtozott drasztikusan: nem mutat napi ritmust (14/B abra), igy
megallapithatjuk, hogy az LD-ben lathatd periddicitasat a fényregulacio alakitja ki.

A cirkadidn ritmusok megfigyelésére alkalmas masik kisérleti felallas a fény/sotét
ciklust felvalto allandé sotét (DD), allandd homérsékleten. Régebbi megfigyelés, hogy
szamos cirkadian ritmus sotétben gyorsan lecseng, erre j6 példa a CAB2 promoter-aktivitasa
(Millar és mtsai, 1991). Ezekben az esetekben a ritmikus jelleg megfeleld amplitudoji
fenntartdsdhoz a fény indukald hatasara is szlikség van.

A csirandvényeket az el6z6 kisérletekben leirt koriilmények kozott neveltiik, majd az
utolsé sotét-fény dtmenet utdn kezd6dott a mérés, azaz a folyamatos sotétbe 12 draval a mérés
kezdete utan keriiltek. A folyamatos fényben tapasztalt ritmusokkal dsszevetve a fazisokban
nincs eltérés, viszont szembeotld az amplitidok jelentds csokkenése és ezzel parhuzamosan a
fokozatosan emelked0 vagy siillyed6 expresszios szintek. A PHYA::LUC+ ¢s a
PHYB::LUC+ aktivitasa az elsé szubjektiv nappal alatt hirtelen megndtt, majd a tovabbiakban
ezen az emelt szinten ritmizalt, az LL-ben mérthez képest kisebb, egyre csokkend
amplitudoval (15/A dbra). Enyhébb expresszid-ugras tapasztalhato a PHYE esetében is (15/C
abra), de itt nem parosul fokozatos amplitido-csokkenéssel, mint az el6bb emlitett
fitokrémoknal. A PHYD gén kifejezOdésre nincs hatassal a fényviszonyok véltozasa, a DD-
ben kapott gorbe szinte megegyezik az LL-ben mérttel (14/C és 15/C abra). A fitokrémok
koziil egyediil a PHYC képez kivételt, mivel ezen csak a sotét-repressziobol szarmazo gyors
aktivitds-csokkenés lathato, a cirkadidn szabalyozas jele nélkiil (15/B 4bra). A CRY1::LUC+
ritmus amplitidoja enyhén lecseng, mikdzben magasabb aktivitasi értéket ér el (15/D abra). A
CRY2 erds sotétindukciot mutat, s ennek koszonhetd a folyamatosan ndvekvd aktivitas,

melyre raépiil a cirkadian regulacié (15/D abra).

5.4 A fitkromok és kriptokromok mRNS molekulainak cirkadian jellegii akkumulacioja

Miutan megallapitottuk, hogy a fotoreceptorok zdmének transzkripcidja a cirkadian ora
szabalyozasa alatt all, tovabbiakban arra a kérdésre kerestilk a valaszt, hogy ez a hatés
érvényesiil-e az MRNS-felhalmozdédas szintjén is, illetve ujabb szabalyozo [épések
megvaltoztatjak-e a kifejez6dés ritmikus jellegét.

A fenti kisérletekben leirt moédon neveltiink vad tipusu csirandvényeket, majd
folyamatos fénybe helyeztiik és nyomon kdvettiik benniik a kiilonbozd fotoreceptorok mRNS-

mennyiségének alakuldsat RNaz protekcid segitségével.

59



Az 0Osszes fitokrom ¢€s kriptokrom mRNS-szintje jol detektalhatd cirkadidn ritmust
mutatott (16. abra), melyek fazisa azonos, vagy 2-4 éraval korabbi a megfeleld lumineszcens
adatokhoz képest. A PHYA, B (16. dbra A) és a CRY1, 2 (16. abra D abra) mRNS szintje kozel
hasonlé amplitidoval ritmizal, mint a transzkripcidjukat leir6 a promoter-luciferaz
MRNS-akkumulaciora is, viszont ezen a szinten tovabbi szabalyozd 1épés nem jelenik meg. A
PHYD ¢és PHYE mRNS szintje viszont a transzkripcional erdsebb cirkadian jelleget mutat (16.
dbra C 4bra), 3-4-szeres amplitidoval rendelkezik a prométer-aktivitishoz viszonyitva. Igy
esetiikben feltételezhetiink egy olyan ora-szabalyozott folyamatot, mely befolyasolja az
mRNS szintézisét vagy stabilitdsat, emelve ezzel a ritmus amplitiddjat, viszont nem
valtoztatja meg a fazisat. Meglep6 eredményt hozott a PHYC vizsgalata: mig a promoter-
aktivitas szintjén nem tapasztaltunk napi ritmust, ez annal kifejezettebben jelenik meg az
MRNS-akkumulacioban (16. dbra B 4abra). Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a cirkadian 6ra

s

szintjén.

5.5 APHYA gén hiarom Kiilonb6z6 méretii mRNS molekuldjianak cirkadiin ritmusa

Arabidopsisban a PHYA gén transzkripcidja 3 kiillonb6z6 méreti mRNS molekulat
eredményez. Mivel ezek fény hatdsara lényegesen eltérden viselkednek, érdemesnek tartottuk
megvizsgalni, mutatkozik-e kiilonbség a 3 transzkriptum cirkadidn szabalyozasaban, vajon
mindegyik megjelenése ritmikus-e, S ha igen, van-e kozottik fazis- vagy amplitudobeli
kiilonbség.

2 hetes vad tipusti novényeket allandé megvilagitasi koriilmények kozé (LL, DD)
helyeztiink, majd a 4 6ranként vett mintakbdl specifikusan meghataroztuk a harom mRNS
szintjét. Mind a harom transzkriptum kozel azonos fazisti ritmust mutatott 4llando fényen (17.
dbra). Allandé sotétben - a promoter-aktivitas adatokkal Osszhangban - egységesen
viselkednek: az elsd 24 6ra utan mennyiségiik jelentdsen megemelkedik, elfedve ezzel a gorbe

cirkadian jellegét.
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5.6 A PHYA transzkripcié ritmicitasanak eltéré mértéki Kkifejez6dése intakt

novényekben és izolalt szervekben

Az el6z6 kisérletek alapjan elmondhatjuk, hogy a csiranovényekben kisebb-nagyobb
eltéréssel mindegyik fotoreceptor cirkadidn moédon fejezddik ki, melyet a fény szabalyozo
hatasa hol felerdsit, hol gyengit. A tovabbiakban arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy
vajon az egyedfejléddés soran fennmarad-e a szabalyozas, azaz fejlett novényekben is
megfigyelhet6-e ez a napi periodikus kifejezddés. Részletesebb vizsgalatra a PHYA promoter
valasztottuk ki, mivel ez a fehérje kiilondsen fontos és egyediilalld szerepet tolt be a
fényérzékelésben, igy részletes jellemzése érdekes adatokat szolgéltathat.

12 ora fény/12 o6ra sotétben, allandd homérsékleten ndtt 21 napos noveényeket
folyamatos sotétbe helyeztiink, mikézben CCD kameraval rogzitettilk az egyes ndovények
luciferaz-aktivitasat. Az 18. abran megfigyelhetjiik, hogy a PHYA promoter szabalyozasaban
még mindig felismerhetd a napi ritmus, a csirandvényekben tapasztalt fazissal, a szubjektiv
¢jszaka kezdetén. Azonban a csirandvényre jellemzd gorbével szemben (15/A 4bra) tobb
eltérés is tapasztalhatd. A felndtt novényekben az elsd sotétben megjelend csucs (kb. ZT36)
utdn a kifejez0dés mértéke fokozatosan csokken, mig a csirandvényben allandd magas szinten
\ \
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18. dbra A PHYA gén Kkifejezodése 21 napos intakt novényben
folyamatos sététben

Az X tengely felett a fehér sdv a fényszakaszt, a fekete a sOtétszakaszt
mutatja.
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maradt. Masrészrdl a ritmicitas kevésbé hatarozott, gyorsan lecseng a 21 napos novényekben,
tobb esetben a masodik cirkadian maximum mar nem észlelhetd.

A gorbe alakja azt sugallja, hogy a fejlett ndvényekben - a csirandvénytol eltérden - a
sOtét-indukcid utan a szabalyz6 folyamatok (melyek lehetnek: a fényviszonyokbdl szarmazo
elnyujtott hatas, vagy a cirkadian regulacid) nem képesek biztositani a magas szintl
kifejezddést, igy az els6 cirkadidn csucs utan fokozatosan csokken az aktivitas szintje.

Ezutan arra voltunk kivancsiak, hogy a cirkadian ora szovetspecifikusan hat-e a PHYA
gén kifejezddésére. Egyes szervek luciferaz-aktivitdsat Ggy szepardltuk az egész novénybol
szarmazo jeltdl, hogy - a szovetek megsértése nélkiil - gallért helyeztiink el a vizsgalando rész
koré, ezzel kizarva a mas szervbdl szarmazo jel zavard hatasat.

Ez a kisérlet annak eldontésére is lehetdséget nyujt, hogy az egész felndtt ndvényben
megfigyelt csokkend amplitidot és gyors lecsengést vajon a szabdlyozas altaldnos valtozasa
okozta-e vagy az egyes szervekben megjelené esetleges faziscsuszas és/vagy eltéré er6sségl
cirkadian kontroll ereddjeként allt eld.

21 napos PHYA::LUC+ transzformans ndvények intakt, de gallérral szeparalt
elsédleges leveleiben, valamint gydkerében a promoter-aktivitisa (19. abra) mind fazisaban,
mind lefutasiban megegyezetett a felndtt novényben detektalttal (18. abra), habar a gyokér
amplitidoja még a galléros levélben mérthez képest is csokkent. Ez arra enged kdvetkeztetni,
hogy intakt ndvény kiilonboz6 szerveiben a PHY A termelddése egységes idébeli mintazatot
kovet.
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19. 4bra PHYA gén kifejezédése gallérral elvalasztott levélben és
gyokérben folyamatos sététben

Az X tengely felett a fehér sdv a fényszakaszt, a fekete a sOtétszakaszt
mutatja.
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5.7 APHYA és a CAB2 gének kifejezodése levagott levélben

Az eldz6 kisérlet eredménye felveti azt a kérdést, hogy vajon az azonos kifejezddés sejt illetve
szovet szinten kodolt, vagy egy intercellularis jel uniformizalja a névény egyes részei kozott.

A kérdés megvalaszolasara 12 6ra fény/12 6ra sotét fényperioduson nevelt 21 napos
PHYA::LUC+ transzformansok levagott vagy gallérral szeparalt elsddleges leveleinek
luciferaz-aktivitasat hasonlitottuk 6ssze folyamatos vords fényben és folyamatos sotétben.

Meglep6 moddon szignifikans eltérés mutatkozott az intakt és a levagott levelek
aktivitasdban (20. abra). Mindkét mérési koriilményben a PHYA::LUC+ ritmusa a levagott
levelekben lényegesen nagyobb amplitidoji, tovabb fennmaradd cirkadidn gorbét mutat;
tovabba az expresszid nem csokkent radikalisan az id6 elérehaladtaval. A CAB2 promoter-
aktivitasat is megvizsgaltuk abbol a szempontbol, hogy valtozik-e az izolalt szervben a
cirkadidn kifejez0dés erdssége, vagy ez csak a PHYA promoter sajatsaga. Folyamatos sotétben
a CAB2 esetében is sokaig fennmarado, lényegében nem csillapodd amplitidéju a ritmus.
Folyamatos fényben viszont éppen ellenkezden viselkedik: a galléros levél ritmusadhoz képest
kisebb amplitudoji, lassan lecsengd aktivitas-gorbét kapunk. Ekozben egyik promoter-
aktivitdsdnak mértéke sem tér el 1ényegesen az intakt levelétdl, valamint a fény- illetve sotét-
indukalt direkt aktivitdsvaltozasok - ugymint a PHYA kifejez6désének emelkedése és a CAB2-
ének drasztikus csokkenése sotétben —a szerv izolalasa utan is megjelentek.

Ugy tinik, hogy a levél levagasa utin a gorbék leginkabb a cirkadian regulaciot
tikrozik, a ritmikusan szabalyozott fényindukcio nélkiil, ami a cirkadian ritmusok

amplitidojanak erdsségét meghatarozo fontos tényezo.

5.8 A sebzés és kalluszosodas hatasa a PHY A Kkifejezédésre

Az 1zolalt szervben megfigyelt viselkedésre tobb magyarazat is adodik. Lehetséges, hogy az
intakt ndvényben a levélnyélen keresztiil a ndvény mas részeibdl olyan szignal érkezik, mely

befolyasolja a PHYA ¢és a CAB2 gén atirddasat. Viszont az is elképzelhetd, hogy a vagas

ejtette sebzés indukalta a megfigyelt valtozast.
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Ennek eldontésére dsszehasonlitottuk a 21 napos névény gallérral szeparalt, levagott,
valamint sebzett levelében mérheté PHYA-luciferaz aktivitasat sotétben. A sebzést egy
gallérral szeparalt levélen ejtettiik, kétféle modon: 1. csipesszel megszurkaltuk; 2. a féérrel

parhuzamosan metszéseket ejtettiink.
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21. &bra A PHYA gén kifejezédése gallérral elvalasztott, levagott és
sebzett levélben, folyamatos sététben

Az X tengely felett a fekete sdv a s6tétszakaszt, a fehér sav a fényszakaszt mutatja.

A ritmus gyors lecsengését figyelhetjiik meg mind az intakt, mind a sebzett levél
gorbéjén, mig a levagott levélben nem csillapodik az amplitidé még a 4. nap utdn sem (21.
abra). A grafikon reprezentdlja mindkétféleképpen sebzett levélben mért eredményt. Ebbdl
levonhat6 az a kovetkeztetés, hogy a cirkadian ritmus erdsodését nem a sebzési Stressz
indukalta.

A vagott feliileteken gyakran megindul a differencidlatlan osztodas: a kallusz-képzés.
Elképzelhetd, hogy az lehet a magyarazata a tapasztalt kiilonbségnek, hogy a kallusz
megjelenése, azaz a sejtciklus programjanak ,felporgése” megvaltoztathatja a cirkadian
szabalyozast. Ennek vizsgalatara a PHYA::LUC+ ¢s a CAB2::LUC+-t hordoz6 transzgénikus
Arabidopsis leveleibdl kalluszt hoztunk létre, és ezek cirkadidn viselkedését vizsgaltuk meg
folyamatos sotétben.

A 22. abra A paneljén megfigyelhetd, hogy a kalluszban a PHYA prométer-aktivitasa
nem mutat semmilyen cirkadian jelleget. Osszehasonlitas érdekében a levagott levél gorbéjét
is abrazoltuk a grafikonon. Ezzel ellentétben a CAB2 kalluszban is az 6ra szabalyozasa alatt
all, bar az amplittd6 még a levagott levélben tapasztalhatondl is jelentdsen kisebb (22/B

abra).
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Ezt az eredményt az el6z6 kisérlettel 0sszegezve megallapithatjuk, hogy sem a sebzés,
sem a kallusz-képzés nem idézhette €16 a cirkadian szabalyozas valtozasat a levagott levélben.
Valoszinlibbnek tlinik, hogy a ndvény mas részébdl szarmazo, a fény hatdsat kozvetitd

endogén jel hidnya okozta a valtozast.
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22. abra A PHYA és CAB2 gének cirkadiian kifejezédése levagott levélben
és kalluszban, folyamatos sitéthen

Az X tengely felett a fekete sav a sotétszakaszt, a fehér sav a fényszakaszt mutatja.

5.9 A PHYA cirkadian kifejezédésének szovetspecifikus megjelenése
Mivel a PHYA prométer az egész ndvényben aktiv (12. abra), arra kérdésre kerestiik a valaszt,

hogy a levagast kovetd eltérd viselkedés minden szervre jellemzd jelenség-e, vagy a novény

bizonyos részei nem egységesen szabalyozottak ebbdl a szempontbol.
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21 napos novények szerveit (levelet, gyokeret €s hipokotilt) 6 6raval a mérés kezdete
elott levagtuk, majd folyamatos sotétben CCD kameraval nyomon kovettiik a luciferaz-
aktivitas napi valtozasat.

Az izolalt szervekben a kifejez0dés mintdzata nagymértékben kiilonbozott (23. abra).
A levél az eldzo kisérletben is leirt médon az elsd szubjektiv nappal alatt egy magasabb
aktivitasi szintet ért el, majd ezen a szinten kis amplitdddval oszcillalt. Ezzel szemben a
gyokérdarabok folyamatosan emelkedd gorbéjének cirkadidn jellege gyengébb; a
hipokotildarabok pedig aritmasnak tekinthetdk. Az amplitddot érintd valtozason tul
megfigyelhetd, hogy a gyokér ritmusanak fazisa 3-4 6raval korabbra tolodott.

Ez a kisérlet egyértelmlien megmutatja, hogy egy adott gén atirédasara kifejtett
cirkadidn hatas nem egységes az egész novényben, hanem kiilonb6z6 modon érvényesiil az

egyes szervekben vagy szovetekben.
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23. dbra PHYA gén kifejez6dése levagott szervekben folyamatos
sOtétben

Az X tengely felett a fekete sv a sOtétszakaszt, a fehér siv a fényszakaszt
mutatja.
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6. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

Régota ismert az a tény, hogy a cirkadidn 6rat beallitdo fénykoriilmények jelét a fotoreceptorok
kozvetitik a kdzponti oszcillator felé. A kriptokromok (cryl és cry2), valamint a fitokrém
receptorcsalad legtobb tagja (phyA, B, D, E) kisebb-nagyobb mértékben szerepet jatszik az
input folyamatokban.

Jelen dolgozat célja az Arabidopsis fitokrémok és kriptokrémok kifejez6désének, ezen
beliil azok napi mintazatanak kiilonb6z6 expresszids szinteken és kiilonbdzé megvilagitasi
koriilmények kozott torténd vizsgalata. Mindezek mellett jellemezni kivantuk a promoter-

aktivitas szovetspecifitasat a luciferaz vizsgalati rendszer segitségével.

6.1 A fotoreceptorok szovetspecifikus kifejezodése

A fitokrémok és kriptokromok szdvetspecifitdsarol a szakirodalomban eddig kozolt adatok
nem tették lehetdéveé a teljes korti 0sszehasonlitast, mivel a kiilonbozé cikkek més-mas kort,
eltéré koriilmények kozott nevelt ndvényeket hasznaltak (Somers és Quail, 1995a, 1995b;
Goosey ¢s mtsai., 1997; Clack és mtsai., 1994; Ahmad és Cashmore, 1993; Hoffman és
mtsai., 1996).

Munkank elsé szakaszaban ezt az hianyt szerettiik volna potolni. Egyrészt képi
adatokat kivantunk nyujtani a kriptokrémok valamint a PHYC szovetspecifikus
kifejezddésével kapcsolatban; masrészt egy kisérletben akartuk abradzolni a két receptorcsalad
tagjainak promoter-aktivitasat kiilonbozoé nevelési koriilmények kozott, ami segithet az eddig
megismert funkciojuk térbeli 0sszekapcsolasdban. Vizsgélataink soran a hét fotoreceptor
(PHYA-E, CRY1,2) szovetspecifikus promoter-aktivitasat jellemeztiik 7 napos, fényen nott
Arabidopsis csirandvényekben promoter-luciferaz transzgének segitségével (9. 4abra).
Megfigyeltiik, hogy a fotoreceptorok transzkripcidja az 0sszes szervben detektalhatd. A fold
feletti részekben erdsebb a kifejezddés; a CRY1 kivételével a gyokérben is megjelenik, foképp
a gyoOkércsucsba koncentralodva. A gyokércsticsban detektalhatd jelért a gyokérsiiveg-
sejtekben erdsen kifejez6dd promoter-aktivitas a felelds (11. abra). A gyOkérsiiveg feladata a
gyokér novekedési irdnyanak kijelolése. Ebben dontd tényezd a Fold gravitdcids vonzasa,
mely pozitiv gravitropikus elmozdulasra serkenti a gyokércsucsot. A gravitacio érzékelésére a
gyokér egy iranytlthoz hasonld rendszert alakitott ki, ahol a ,,mutat6” mindig a Fold

kozéppontja felé mutat. A ,,mutaté” nem mas, mint a gyokérsiiveg-sejtek citoplazmajaban
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szabadon elmozduldé amiloplasztok, melyek viszonylag nehéz keményitdszemcséket
tartalmaznak. Az amiloplasztokat minden oldalrdl koriilveszi az endoplazmatikus retikulum
halézata. A szemcs€k a gravitacid hatdsara a Fold kozéppontja felé esé endoplazmatikus
retikulumra siillyednek, igy abbol mechanikus ingerléssel Ca?* kidramlast eredményeznek,
ezzel megadva a novekedés iranyat (Kiss és mtsai., 1989). De ezen a mechanizmuson tul mas
kornyezeti tényezok is modosithatjdk a gyokérndvekedés iranyat. Igy megfigyelték a gyokér
fototropikus novekedését is. A kék fény indukalta negativ fototropizmus sokkal jelentdsebb,
mint a vords fény altal eldidézett pozitiv fototropizmus, de mindkettd csak mérsékelten képes
valtoztatni a gravitacio altal kijelolt iranyon. A harmadik fotoreceptor-csalad tagjai, a kék
fényt érzékeld fototropinok a f6 iranyitdi a trofikus folyamatoknak, igy a fototropizmusnak is
(Vitha és mtsai., 2000), viszont a tobbi receptor is befolydsolja a hatasukat. Konkrétan a phyA
¢s phyB szerepét igazoltdk ezekben a folyamatokban (Ruppel ¢és mtsai, 2001).
Keményitéhianyos mutans hattérben vizsgaltak phyA, phyB és a dupla mutansok
gyokérnovekedését oldalirdnyt vords fényben. Minden esetben csokkent a pozitiv
fototropikus valasz, ami azt bizonyitja, hogy mindkét vOrds fényreceptor részt vesz a
folyamatban. A tobbi fitokrém szerepét még nem tanulmanyoztak részletesen.

A fotoreceptorok etiolalt novényekben megfigyelt kifejez6dési mintazat (10. dbra)
némileg eltér a fényen ndtt ndvényekben tapasztaltaktol (9. 4bra). Mig a fényen ndtt
ndvényekben a sziklevél és a hajtascsiics volt az aktivitas kitiintetett helye, addig az etiolalt
ndvényekben ez a hipokotil felsd részébe illetve a sziklevélbe tolodott.

A tapasztalhatd kiilonbségek a nevelési koriilményekbdl szdrmazd morfogenikus
sajatsdgokbol adodnak. Az etioldlt csirandvényeknek arra kell felkésziilnie, hogy amikor
hajtas kibukkan a fold felszinén, azonnal meginduljon az de-etiolacié folyamata. igy érthets,
hogy a fotoreceptorok nagy mennyiségben a hajtds legfelsd részében jelennek meg: a
hipokotilkampdban termel6dé fotoreceptorok a novekedés leallitdsaban, a sziklevélben
termelddOk pedig a fotoszintézis beinditdsdban ¢s a sziklevél feliiletének novelésében
jatszhatnak nagyobb szerepet. A fényen ndtt csirandvényben a fotoreceptorok a tovabbi
levelek kifejlddéséhez €s a fotoszintézis iranyitdsdhoz sziikségesek, ezért a fejlodod szervekben
legnagyobb a promoter-aktivitasuk.

Erdemes megemliteni, hogy a természetben a fényen nétt novények gyokere tovabbra
is sotétben nd a talajban, tehat feltételezhetjiik, hogy benniik a fotoreceptorok az etiolalt
csirandvényben latott alacsonyabb szinten fejezddnek ki. A kisérleti koriilményeink kozott a
fényen nétt csirandvények gyokerét is érte a napi 12 oras fénykezelés, igy a gydkércsucsban

tapasztalt megnovekedett aktivitds a fényreceptor-gének allandoé indukcidjanak eredménye

68



lehet. Ennek mértékét viszont az altaluk hasznalt vizsgalati médszer segitségével nem lehet

megallapitani.

6.2 A génexpresszio diurnalis szabalyozasa

A fitokromok és a kriptokromok promoter-aktivitasat diurnalis ritmus jellemezi, mely
a fényfazis alatt éri el a maximumat. Mégsem egységes a szabalyozas, mert a fazisuk kisebb,
az amplitidojuk jelentdsebb eltéréseket mutat (13. abra). A PHYC kivételével cirkadian jelleg
is megjelenik LD cikluson, mivel az aktivitas emelkedése még a fény megjelenése elott, a
sOtétszakaszban megkezdddik.
megallapitottuk, hogy a PHYC kivételével mindegyik vizsgalt fotoreceptor expresszidja
ritmikus (14., 15. abra). Folyamatos fényben (14. abra) és folyamatos sotétben (15. abra) a
cirkadian szabdlyozds nem kiilonbozott az LD-n tapasztaltaktol, viszont az egyes
fotoreceptorok fényindukcidja/represszidja megvaltoztatta a gorbék lefutasat. Altaldnosan
elmondhatd, hogy az oszcillacio erdssége, azaz amplitidoja elmarad a fény/sotét perioduson
mérttdl, viszont a fazisukban nincs eltérés. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a cirkadian

szabalyozas ¢és a fény hatdsa egymast erdsitve hozzak létre a diurnalis ritmust.

6.3 Fényregulalt promoter-aktivitas

A fény promoter-aktvitdsra gyakorolt hatdsat tiikrozi a DD-ben és LL-ben kapott gorbék
kozotti eltérés (14. és 15. abra). Ennek alapjan a PHYA, PHYB, valamint a CRY2 gén fény
altal represszalt, a PHYC és a CRY1 fényindukalt, a PHYD és PHYE promoter-aktivitasat
pedig a fény nem szabalyozza. Ezeket a megfigyeléseket alatamasztja a két kisérletben mért
adatok atlaganak 0sszehasonlitésa is.

Eredményeink megegyeznek a korabbi promoter-GUS adatokkal (Somers és Quail,
1995b; Goosey ¢és mtsai., 1997), viszont a PHYC, CRY1 és CRY2 esetében a fény hatdsat
MRNS-szinten leir6é kdzlemények latszolag ellentmondanak (Clack és mtsai., 1994; Ahmad és
Cashmore, 1993; Lin és mtsai, 1998). Ennek oka lehet egyrészt az eltérd kisérleti
koriilmények, masrészt a kiilonbozo vizsgalati szintek alkalmazéasa. Az altalunk mért mRNS-
mennyiség adatokbél nem tudunk a fény direkt szabdlyozé hatdsiara vonatkozd

kovetkeztetéseket levonni, hiszen csak a PHYA esetében vizsgaltuk meg az mRNS-

69



akkumuléaciot mindkét allando fénykoriilményben, ezért nem tudjuk 6sszevetni a sajat mRNS-

szintl adatainkat a korabbiakkal.

6.4 A Kkifejezodés cirkadian szabalyozasa

Kisérleteink alapjan elmondhatjuk, hogy az 6sszes vizsgalt fotoreceptor cirkadidn szabalyozas
alatt all. Ennek hatasa, azaz a napi ritmus megjelenik a promoter-aktivitas (14., 15. abra) és az
MRNS-felhalmozodas szintjén is (16. abra). Kivételt képez a PHYC, melynél a regulaciot csak
az mRNS-szint oszcillacidja jelzi.

A kifejezddés kiilonboz6 szintjein tapasztalt ritmusok fazisa lényegében megegyezett,
ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a transzkripcidt iranyitd regulacios 1épés hatasa
érvényesiil az mRNS-mennyiség valtozasaban. Tehat a poszt-transzkripcionalis folyamatokat
¢s az mRNS stabilitasat a cirkadian 6ra nem szabalyozza olyan moddon, hogy az a fazis
megvaltozasat eredményezné.

A promoter-aktivitas és az mRNS-mennyiség ritmusanak amplitidéja, azaz a
szabalyozas ,,er0ssége” egyes fotoreceptoroknal kisebb-nagyobb eltérést mutat. Részletesen: a
PHYA, PHYB ¢és CRYL1 esetében, melyek transzkripcidjanak a leghatarozottabb cirkadian
jellege van, az oszcillacié nem kiilonbozik a két szinten. S6t a PHYA 3 kiilonb6z6 méreti
transzkriptuméanak mennyisége egymashoz viszonyitva nagyon hasonldé amplitidoval és kozel
azonos fazisban ritmizal (17. abra). A CRY2 oszcillacidja az el6z6knél kisebb, de valtozatlan
amplitadoval rendelkezik. Megfigyelhet6, hogy a PHYD és PHYE amplitidoja mRNS-szinten
tobbszordsére emelkedik. Meglepetésre a PHYC promoter-aktivitdsa nem ritmizal, viszont az
MRNS-mennyisége ritmikusan halmozddik fel. Ez arra utal, hogy a PHYC kifejez6dését
lIényegesen eldszor az mRNS-akkumulacié szintjén reguldlja a cirkadian 6ra. A PHYA, PHYB,
CRY1 és CRY2 esetében mRNS-szinten nem tapasztalhato tovabbi cirkadian szabalyozas vagy
legaldbbis nem jelentds. Ezzel ellentétben PHYD és PHYE esetében feltételezhetiink egy
tovabbi, ora altal iranyitott 1€pést, mely az oszcillaciojuk amplitidojat megnoveli.

Ezekbdl az eredményekbdl kovetkezik, hogy a génexpresszid sordn tobb szinten is
megjelenik a cirkadidn szabalyozas. Eldszor a promoter-aktivitast vezérli a cirkadian ora,
aminek hatdsa mRNS-szinten is detektdlhatd. Ez azonban a kiilonb6z6 fotoreceptorok
esetében eltéréd mintdzattal rendelkezik, igy az 6ra varhatéan egy Gjabb szabalyozd 1épéssel
befolyasolja a ritmicitas “erdsségét”, mikozben nem moddositja annak fazisat.

Mivel a cirkadidn hatds a génexpresszid szabalyozéasan keresztiil érvényesiil, az ora-

regulalt génkifejezddés és mRNS-felhalmozddas széleskort jellemzésére nagy erdfeszitéseket
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tettek. Az elmult években két publikacié is megjelent, melyekben microarray analizissel nagy
szamu gén expresszidjat karakterizaltak a cirkadidn szabalyozas szempontjabol (Schaffer és
mtsai., 2001; Harmer és mtsai., 2000). A vizsgalt gének egy részét, elsdsorban a cirkadian
oraval Osszefliggésbe hozhatokat, koztik természetesen a fotoreceptorokét is mindkét
kisérletben elemezték. Altalanossagban megallapitottak, hogy a vizsgalt gének 2 illetve 6 %-a
mutat szignifikdns cirkadidn ritmust. Mindkét munka leirta a PHYB, a CRY1 és a CRY2
mRNS szintjének oszcillacigjat, viszont a PHYA kifejezddését csak az egyik csoport (Schaffer
¢s mtsai., 2001) taldlta cirkadidn szabdlyozottnak. E négy fotoreceptor esetében tapasztalt
fazis azonos volt a kisérleteinkben leirt ritmusokéval (15. abra). Megallapithatjuk tehat, hogy
a microarray analizis adatai részben igazoljadk megfigyeléseinket. Mint azonban azt a PHYA
példaja mutatja, eltérések adodhatnak. Ennek oka lehet egyrészt a kiillonb6z0 mintavételi

intervallumok alkalmazédsa, masrészt az eltérd koriilmények kozott nevelt, eltérd kort

novények hasznalata.
A fitokrémok és PHYC
(ZT0)
kriptokrémok génexpresszios
ritmusanak relativ fazisat a 24. PHYD
PHYE
abra foglalja Ossze. A cirkadidn (ZT2)
szabalyozott fotoreceptorok
PHYB
fazisuk alapjan 4  csoportba CRY1
oszthatok. A PHYC a sotét-fény (ZT6)
atmenetkor (ZT0), a PHYD ¢és PHYA
PHYE a fényfazis 2. o6rajaban | CRY2
(ZT10)
(ZT2), a PHYB és a CRY1 4 oraval

késObb, azaz a fazis kozepén
(ZT6), a PHYA és a CRY2 a sotét 24. abra Az mRNS-felhalmozodas cirkadian

ritmuséanak fazisa, allando fényben
fazis elott 2 oraval (ZT10) éri el a

maximumat.

A vizsgalt fehérjék fénystabilitdsa adhat magyarazatot erre az eloszlasi mintazatra. A
PHYD ¢és PHYE fehérje nem degradalodik fényen, a PHYB és a CRY1 fehérje is viszonylag
fénystabil (Sharrock és Clack, 2002; Ahmad és Cashmore, 1993). Ennek megfeleléen ezek a
fényreceptorok jatszanak szerepet a nagy fényintenzitds altal kivaltott fényvalaszokban,
melyeket a fényfazis folyamatainak is tekinthetiink. Ezért logikusan ebben a napszakaszban,
nappal kell a legnagyobb mennyiségben rendelkezésre allniuk, amit a korai transzkripcio

biztosithat.
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Ezzel ellentétben a PHYA ¢és CRY2 fehérje kifejezetten fény-érzékeny (Sharrock és
Clack, 2002; Lin és mtsai., 1998). Funkciojukat tekintve mindkett6 elsddlegesen az alacsony
intenzitasu fényvalaszokat kozvetiti, melyek a fény/s6tét atmenetet vagy a sotét kornyezetet
jellemzé folyamatok; ezért elonyods, hogy természetes fotoperidduson a transzkripci6d fazisa
miatt a megjelenésiik a sotét szakasz kezdetére tehetd. Mivel sotétben ezek a fehérjék sem
bomlanak le, igy reggel a nagy mennyiségben jelenlévd phyA és cry2 biztosithatja a legkisebb
intenzitasu fényvalaszok kialakulasat.

A fitokrom fehérjék cirkadian regulaciojardl kozolt legijabb eredmények tovabb
arnyaljak a képet (Sharrock és Clack, 2002). A kisérletekben az egyes fitokrom fehérjék teljes
mennyiségét kdvettéek nyomon specifikus ellenanyaggal. Kimutattdk, hogy LD koriilmények
kozott diurnalis ritmust mutat a PHYA és a PHYC fehérjeszintje. Allando fényen a PHYA
oszcillacidja tovabbra is megmarad, mig a PHYC ritmusa alig detektilhatd. Ezek az
eredmények megkérddjelezhetik a fenti gondolatmenetet, mely a fehérje szintjére attevodo
ritmust feltételez. Az ellentmondéds mégis latszélagos, hiszen az itt jellemzett fehérjeszint
magaba foglalja mind az aktiv, mind az inaktiv formakat, nem tesz kiilonbséget a kiilonbozd
poszt-transzlacios modositason atesett fehérjék kozott. A fitokromoknak kiilonb6zo
foszforilaltsagi allapotai ismertek. A foszforilalt molekula lehet az egyik jelatviteli lanc
funkciondlis alakja, vagy akar a lebomlasra szant forma. Ezek az adatok is bizonyitjak, hogy a
fitokromok poszt-transzlacios szinten tobbszorosen szabalyozottak. gy az Osszfehérje-
szintjiik szamos reguldld folyamat Osszegeként alakul ki, mely nem feltétleniil mutatja az
aktiv formak mennyiségét. Kiilondsen, ha figyelembe vessziik, hogy az aktiv Py forma
gyorsabban degradalodik, mint az inaktiv Py forma. Ezekbdl az adatokbdl nyilvanvaldan
kovetkezik, hogy a fitokrom fehérjék regulacidja tobbszintii, Osszetett folyamat. Igy a
cirkadian jellegek megjelenését els@sorban a bioldgiai aktivitds szintjén varhatjuk, de ez az
informacié még varat magara.

A dolgozatban bemutatott kisérletek alapjan megallapithatjuk, hogy a cirkadian o6ra
kiilonbozé mértékben és eltérd szinteken, tobbszordsen is regulalja a fitokromok és
kriptokromok génexpressziojat. Az egyes gének szabalyozasara nem lehet egységes sémat
alkotni, mindegyik specifikus regulacidés mintazatot kovet.

A génkifejez6dés szabalyozasan tul a fehérje biologiai aktivitdsanak cirkadian
szabalyozasat is bizonyitottak kozvetett modon. Az dsszes fitokromrol bebizonyosodott, hogy
sejtmagi transzlokacidjuk diurndlis ritmust mutat (Kircher és mtsai., 2002). S6t a phyA ¢és
phyB foltformalasa folyamatos sotétben még két cikluson keresztiil folytatja az oszcillaciot,

ami mar a cirkadian o6ra hatasdnak tulajdonithaté (Nagy és Schifer, 2002). Az viszont
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egyértelmii, hogy a sejtmagba vandorlas diurnalis folyamataban a fény a fontosabb vezérld
faktor, az 6ra segitséget nyujt a mechanizmus elinditdsdhoz. Mivel az elmult évek eredményei
arra vilagitottak ra, hogy a fitokrémok sejtmagi funkcidja, a transzkripciot szabalyzo szerepe
meghatarozé a fény jelatviteli utakban, a sejtmagi import reguldlasa a receptor-molekulak
biologiai aktivitdsat befolyasolja. Mindezek tiikrében megallapithatd, hogy a cirkadidn o6ra a
fényreceptorok megjelenését és aktivitdsat szamos ponton regulalja, gyakran a fényindukalta

szabalyozd 1épésekkel egyiittesen kialakitva a végsd megjelenési mintazatot.

6.5 A PHYA prométer cirkadian szabalyozasanak eltérései

crcr

vizsgalatat végeztiik el. A phyA kiilonleges szerepet tolt be a fotoreceptorok kozott. Az
egyetlen fényszenzitiv fitokromként egyediil felelds a vords fény kivaltotta alacsony
intenzitdsu valaszokért, valamint elnyuld abszorpcids spektrumdnak kdszonhetéen a tavoli
voros fény jelének kizarolagos kozvetitdje. Mindezek mellett a kék tartomanyban is aktiv, ami
egyetlen masik fitokromrol sem mondhatd el. Azért valasztottuk a részletes jellemzéshez ezt a
fényreceptort, mivel kiemelt jelentdségli a fotoreceptorok kozott.

Kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a PHYA kifejezédése feln6tt, 21 napos ndvényben is
cirkadian jellegli (18. 4bra). Sotétben az aktivitasa az elsd szubjektiv nappal folyaman
jelentésen megnovekszik, ami valoszinileg a sotét-indukcid hatdsdnak koszonhets. A
csirandvényben mért luciferdz-aktivitastol eltérden (15/A dbra) a megemelkedett szinten nem
alakul ki a stabil oszcillacio, hanem az aktivitds folyamatosan csokken, mikdzben a ritmus
gyorsan lecseng. Ez azt bizonyitja, hogy a cirkadian ora korfiiggé modon reguldlja a PHYA
promoter-aktivitasat.

Folyamatos sotétben a cirkadian ritmusok egy részére jellemzo a lecsengés. Habar ezt
a jelenséget mar régen megfigyelték, ennek magyarazatara csak kevés eredmény all
rendelkezésre. Ugy tiinik, hogy kiilonboz6 célgének esetében mas és mas faktorok illetve
szabalyoz6d folyamatok jelennek meg, vagy azok jelentésége nem egyenld. A lecsengés
valosziniileg nem a cirkadian 6ra mechanizmusaban bekovetkezd valtozasbol ered, hiszen
egyes gének (példdul a CCR2) ritmusanak amplitiddja sotétben 5 napig sem csokken
jelentdsen.

A méréseink soran is megfigyelhettiik, hogy a CAB2 gén ritmikus kifejez6dése
alacsony szintre all be, azaz a harmadik napra szinte teljesen ,letil”. A fényben indukalt

fitokromok P# formdja sotétbe keriilve hosszabb életideji, mint folyamatos megvilagitas
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mellett. Ezzel magyardzhat6, hogy a fotoreceptorok fénybdl sotétbe keriilve is kifejthetik
hatasukat, amig az aktiv formaji fehérjék le nem bomlanak vagy nem inaktivalédnak. A
lassan kifogyd P formdju fitokromok okozta indukcid-csokkenés a felelos a fényindukalt
CAB2 gén cirkadian ritmusanak lecsengéséért sotétben (Millar és Kay, 1991). A CAB2-éhez
hasonl6 mintazatot mutat az egyik kataldz gén, a CAT2 cirkadian gorbéje is (Zhong és mtsai.,
1994). Zhong és munkatarsai (1997) egy masféle példat is leirtak: a CAT3 gén kifejez6dése
esetében, amely ritmusdnak fazisa sotét szakasz elején van diurndlis koriilmények, folyamatos
sOtétben az elsd szubjektiv nappal elért maximum-értéken elhal az oszcillacio, azaz magas
szinten cseng le.

A csirandvény ¢és a 21 napos ndvény PHYA promoter-aktivitisi mintdzatdban
tapasztalt eltérésnek kétféle magyarazata lehet: 1, a valtozast az o6ra csokkent vezérld hatasa
okozza; 2, a cirkadian 6ra 6nmagaban ugyanolyan amplitid6ji ritmust biztositana felndtt
korban is, de ennek érvényesiilését a kimeneti oldalon egy masik regulald hatasu tényezo
(példaul a megvilagitasi viszony) gatolja. Erre a problémara jelenthet valaszt az intakt, viszont
gallérral szeparalt és a levagott levélben mért promdter-aktivitdsi adatok Osszehasonlitasa. A
PHYA esetében az izolalt levelek a csirandvényekben mérthez hasonld, nem lecseng6d
oszcillaciot mutatnak, eltérden az intakt levelektdl (20. abra). A CAB2 promoter-aktivitasat
pedig ugy moddositotta az izoldlas, hogy folyamatos fényben és sotétben is egyarant hosszan
fennmarado, nagyon hasonlo lefutasii ritmust teremtett, habar ez az amplitid6é fényben
elmarad az intakt novényben mért értékektdl. Ezt a jelenséget nem a sebzés, vagy a
kalluszosodas kivaltotta stresszfolyamatok eredményezték (21., 22. dbra). A kisérletek azt
igazoljak, hogy a novény tobbi részérdl levalasztott levelekben a cirkadian szabéalyozas eltér.
fgy a mas szervektsl fiiggetlen levél sejtjeiben a cirkadian regulacio a csirandvényhez hasonld
kifejez8dést biztositana, viszont ezt egy, a ndvény mas részeibdl szarmazd intercellularis jel
modositja.

A Kkisérleti adatainkhoz, azaz a levagott levélben tapasztalt ritmus fennmaradisahoz
(20. abra) hasonl6d folyamatot irtak le, amikor a CAT2 és a CAT3 kifejezddését kiillonbozod
fotoreceptor mutans hatterekben vizsgaltak sotétben (Zhong és mtsai., 1997): a ritmus tobb
napon keresztiil azonos, nagy amplitaidoval oszcillalt. A phyA illetve a cryl hidnya eldidézte
ezt a valtozast, mig a phyB nem befolyasolta a gorbe lefutasat, tovabba a phyAphyB dupla
mutans hattér a phyA novényben detektalt valtozast mutatta. Ez a megfigyelés arra utal, hogy
a cirkadian ritmus lecsengését a phyA illetve cryl fényreceptorok altal medialt folyamat
okozza. Mint azt mar emlitettiik az irodalmi éttekintésben, a cryl alacsony fényintenzitdson a

phyA jelatviteli lanc eleme, ami azt is jelentheti, hogy ebben az esetben a két mutans
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fenotipusa ugyanazon regulacids folyamat elrontdsabol fakad. A fotoreceptorok két uton is
megvaltoztathatjak egy gén expressziojat: kozvetleniil, vagy a cirkadian regulacion keresztiil.
Mivel a CAT3 gén expresszidjat a fény kozvetleniil nem befolyasolja, igy a szabalyozas
valdsziniileg a cirkadian 6ra output elemei felé vezetd uton keresztiil érvényesiil. Az input
folyamatok szerepét kizarhatjuk, hiszen abban az esetben az 0Osszes cirkadian output
folyamatra azonos modon hatna a valtozés, ami ebben az esetben nem valdsul meg. Tehat
ezen a jelatviteli ton a phyA ¢és a cryl fotoreceptorok a ritmus lecsengését, nem pedig a
fenntartasat regulaljak.

Jelenlegi ismereteink alapjan még nem tudunk magyarazatot adni erre a jelenségre, de
a fenti eredményeket a kisérleteinkkel osszevetve elképzelhetd, hogy egyes szervek izolalasa
az emlitett fény jelatviteli it modositasat eredményezhette. E hipotézis azt feltételezi, hogy az
egyes cirkadian kimeneti folyamatokat modositd fényjel egy masik szervbdl érkezik, vagy a
szerv izolalasa olyan szignalt hoz létre, mely a fényindukalt folyamatok valamely jelatviteli
elemével kdlcsonhatasba 1ép.

Megfigyeltek mar olyan jelenséget, amelyben a szervek izolalasanak fényregulacioval
kapcsolatos folyamatokra volt hatdsa. A sziklevél-novekedés folyamata cryl mutans
novényben kisebb mértékii, mint a vad tipusban; viszont levagott levelekben a két genetikai
hattér kozotti kiilonbség megsziinik (Blum és mtsai., 1994). Ez arra utal, hogy a levagas a
fényregulacid mechanizmusaval is kdlcsonhatasban 1€pd folyamatokat indukal.

Erdekes lenne a tovabbiakban megvizsgalni, hogy a phyA illetve a cryl receptorok
hidnya szintén eldidézi-e a lecsengés elmaradasat, illetve forditva, a CAT3 kifejezddését
hogyan valtoztatja meg sotétben a levél levagasa. E kisérletek igazolhatndk a cirkadidn

szabalyozas vonatkozéasaban is a levél levagasa és a fény jelatviteli tja kdzotti kapcsolatot.

6.6 A PHYA promoter cirkadian szabalyozasanak szovetspecifitasa

A felnétt novény leveleivel végzett kisérletek utdn megvizsgaltuk, hogy a cirkadian ritmus
fent leirt szabalyozasa a novény tobbi szervére is kiterjed-e. A levagott hipokotildarabokban,
levelekben és gyokérben a PHYA::LUC+ aktivitdsanak gorbéje nem egyezett meg (22. abra).
Jelentés cirkadidn szabalyozds csak a levélben volt detektdlhatd, a gyokérben jelentdsen
kisebb mértéki, a hipokotilban pedig nem jellemz6 annak hatasa. Erdekes jelenség, hogy az
izolalt gyokér ritmusanak fazisa par oraval kordbbra tolodott az intakt gyokérben mérthez

képest (19. és 23. abra).

75



Ez az eredmény azt mutatja, hogy az 6ra egy altala vezérelt gén atirddéasat szerv- vagy
szovetfiiggden is kiilonbdz6 mértékben befolyasolja. Fontos megemliteni azt a méréstechnikai
tényt, hogy az intakt csirandvényekkel vagy felnott novényekkel végzett luciferaz mérések
soran a legnagyobb feliiletli szervekbol, azaz a levelekbdl szarmazd jelet detektaljuk,
valoszinlileg a hipokotil nem bocsat ki szdmottevd fényjelet, a taptalajba adgyazott gyokér
fényemisszidja pedig szinte elhanyagolhat6. Ez a magyarazata annak, hogy mig a ndvényben
nem egységes a cirkadian ritmus megjelenése, a méréseink mégis a hatarozott ritmust mutato
levelek mintdzatat tiikrzik. Mindezek ellenére az intakt ndvényekbdl szdrmazd adatok nem
tekinthet6k miiterméknek, hiszen a fényérzékelésben a fotoszintetizald szovetek, igy
els@sorban a levelek jatszdk a legnagyobb szerepet; tovabba az eddigi cirkadian ritmusokat
leiré kisérletekben szintén ezeket a modszereket alkalmaztik, igy az eredményeik
Osszevethetok az eddigi megfigyelésekkel. A novény egyes részeiben leirt kiilonbozo

erdsségli regulacid viszont tovabb arnyalja a cirkadian szabalyozasrol kialakult képet.

6.7 Kovetkeztetések, j modell felallitasa

Megallapitottuk, hogy az Arabidopsis fotoreceptorok génexpresszidja tobb szinten is
(promoter-aktivitds €¢s mRNS-akkumulécio) cirkadian szabalyozas alatt all. A fényreceptorok
kifejezoédésének napi mintazatat egyiittesen alakitja ki egy belsd és egy kiils6 szabalyozo
tényezd: a cirkadidn ora €s a fény. E két tényezd hatdsa nem azonos mértékben érvényesiil a
kiilonboz6 fotoreceptorok esetében, igy a fitokrom és kriptokrém gének kifejezédése egyedi

mintazatot mutat. A kifejezddés cirkadian jellege kor- €s szovetspecifikusan valtozhat.

INPUT OSZCILLATOR OUTPUT

M CAB2 expresszio

A ]
Y~ LHY . .
<IO|> E:\\((?-zE CCAL, wlp M levélmozgas
DVQ ! TOCL | gy
M sztdmanyilas

PHYA-E M f
r rok
CRY12 otoreceptoro

kifejezédése

25. abra A modositott klasszikus cirkadian 6ra modell
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Eredményeink tiikrében a ndvényi cirkadidn 6éra modelljét kiegészithetjiik egy ujabb
visszacsatolasi 1épéssel (25. abra), melyben a kozponti oszcillator ritmikus kifejezodést
biztosit a vizsgalt input elemeinek. Tehat az input Gtba sorolt fotoreceptorok egyben az output
elemek kritériumait is kielégitik. Ez azt jelenti, hogy az cirkadian rendszerek részeinek
harmas felosztdsa, az input-oszcillator-output tengely nem tekinthetd linearis folyamatnak,

hanem — sokkal inkabb - bels6 szabalyozo koroket tartalmazo rendszernek.
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7. OSSZEFOGLALAS

Munkank f6 célja az Arabidopsis fitokrom és kriptokrém fotoreceptorok kifejezédésének
vizsgalata volt a cirkadian szabalyozas szempontjabol. Arra a kérdésre kerestiik a valaszt,
vajon a fotoreceptorok kifejezédése cirkadian kontroll alatt all-e, s ha igen, milyen szinten
vagy szinteken. Ezen tal kisérleteinkkel azt kivantuk eldonteni, hogy a cirkadian regulécid

egységes-e a ndvény szerveiben, vagy szovet- illetve szervspecifikus eltéréseket mutat.

Eredményeinket a kovetkezd pontokba foglalhatjuk dssze:

I. A fitokromok ¢és kriptokromok promoter aktivitasdnak vizsgdlatara transzgénikus
Arabidopsis thaliana novényeket hoztunk Iétre, melyek a kiilonb6z6 fotoreceptorok
promoterei altal vezérelt luciferaz riporter gént hordoztak. A transzgénikus novényekben in
vivo luciferaz enzimaktivitas mérésével megfigyeltiik a promoter-aktivitas szovetspecifikus
megjelenését. A csirandvényekrol késziilt felvételek megmutattak, hogy - a CRY'1 kivételével
- a gének kifejezOdése az Osszes szervben detektdlhatd szintli volt. A 7 napos, fény/sotét
peridduson nétt csirandvényekben a promoter-aktivitds a levélben €s a hajtascsucsban volt
dominans, mig az ugyanilyen koru etiolalt novényekben az aktivitds a sziklevélre és a
hipokotil fels6 harmadara tevodott at. A gyokérben tapasztalhatod expresszio a gyokércsticsban
volt a legjelent6sebb. Az etiolalt PHY A gyokérrdl nagy-felbontasit CCD kamera segitségével
késziilt felvételek tanusaga szerint a gyokérsiiveg sejtek termelték a fotoreceptorok nagy
részét. A felvételek lehetdséget nyljtanak az egyes fényreceptorok szervezet szintll
megjelenésének Osszehasonlitasara, ezaltal az azonos helyen és id6ben rendelkezésre 4116
receptorok egymadsra hatdsanak, akar kozvetlen interakcidjanak lehetdségét is alatdmasztva.

2. A fotoreceptor promoter-luciferdz inszertet hordozd transzgénikus csirandvényekben a
vizsgalt ot fitokrom és két kriptokrodm promoter-aktivitasa diurndlis jellegli volt fény/sotét
perioduson. Cirkadian koriilmények kozott, azaz allanddo hdmérsékleten, allando fehér
fényben vagy folyamatos sotétben a PHYC kivételével mindegyik fényreceptor gén promoter-
aktivitdsaban megfigyelhetd volt a napi oszcillacid, de a ritmus lefutdsa és amplitaddja
lényeges kiilonbségeket mutatott. Erds ritmus jellemzte a PHYA, PHYB ¢és CRY1 gének
prométer-aktivitdsat, mig kisebb erdsségli volt az oszcillacio a PHYD, PHYE és a CRY2
gének esetében. Mindegyik fényreceptor ritmusa a szubjektiv nappal folyaman, par orés

eltolodassal érte el a maximumat. Az amplitado és fazisbeli eltérések azt jelzik, hogy a
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fotoreceptor gének promoter-aktivitasit a cirkadidn 6ra nem egységes séma szerint
szabalyozza, hanem egyedi kifejez0dési mintazatot biztosit szamukra.

3. A folyamatos fényben ¢€s folyamatos sdtétben mért promoter-aktivitds 6sszehasonlitasaval a
fény szerepére is kovetkeztehetiink. A PHYC gén transzkripcidja fény hatasara fokozodott; a
PHYA, CRY2, valamint kis mértékben a PHYB ¢és a CRY1 gének transzkripcidjat negativan
szabalyozta a fény; a PHYD és PHYE gének kifejezodése pedig fény-fliggetlennek bizonyult.
4. A fotoreceptorok kifejezddésének napi valtozasait az mRNS-felhalmozddas szintjén
kovettiik nyomon folyamatos fényben RNaz protekcids analizis segitségével. Megallapitottuk,
hogy a fotoreceptorok mRNS-felhalmozodasa is napi oszcillaciot mutat cirkadian mérési
koriilményben. Ebben az esetben az Osszes altalunk vizsgalt fényreceptort jellemezte ez a
sajatsag. A promoter-aktivitas ritmusaval azonos vagy attdl egy-két oraval késdbb megjelend
fazissal oszcillaltak, ami arra utalhat, hogy az mRNS-felhalmozodas szintjén megfigyelt
ritmus fazisat az ora a kifejezddés el6z6 1épésénél, azaz az mRNS szintézisnél szabja meg.
Azonban némely fotoreceptor esetében a ritmus amplitidojaban jelentds erdsodést figyeltiink
meg. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a cirkadian 6éra az mRNS stabilitast is befolyasolja,
ami eredményezheti a ritmus amplitidojanak valtoztatasat, de fazis eltolodast nem. Ahogy a
promoter-aktivitds esetében lattuk, a reguldcid az mRNS-felhalmozodéas szintjén sem
egyseges.

5. A PHYA gén promoter-aktivitasanak cirkadidn ritmusa a fejlettségi allapottol fliggden
megvaltozott. A PHYA::LUC+ napi ritmusanak amplitiddja felndtt novényben gyorsan
lecsengett folyamatos fényben, mig csirandvényben sokaig fennmaradt. A valtozas a ritmus
fazisat nem érintette. A lecsengés a levél izolalasaval megsziint, viszont a sebzés illetve a
kalluszositas nem valtototta ki ugyanezt a hatdst. Ez azt jelzi, hogy esetleg a ndvény masik
szervébdl érkezd intercellularis jel indukalja a fokozatos expresszio-csokkenést, elfedve ezzel
a cirkadian oszcillaciot.

6. A PHYA gén promoter-aktivitdsanak ritmusat a PHYA::LUC+ transzgént hordozo
névények egyes részeiben tanulmanyozva megéallapitottuk, hogy a cirkadian regulacio
szervspecifikusan is valtozik. Az intakt novény levelében és gyokerében detektalt ritmus
hasonlé volt az egész csirandvénybdl szarmazo luciferaz-aktivitds gorbéhez: fazisuk és
lefutasuk megegyezett, viszont amplituddjuk csdkkent (mint azt fentebb emlitettiik). A PHYA
promoter-aktivitds napi ritmusa az izoldlt szervekben igen eltérd képet mutatott. A
hipokotildarabokban a kifejezddés aritmikus, a gyokérben ugyan megjelenik az oszcillacio, de
nagyon kis amplitidoval és korabbi fazisban, ezekkel ellentétben a levagott levélben

hatérozott napi ciklus jellemzi a prométer-aktivitast. Igy megéllapithatjuk, hogy a cirkadian
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Ora egy altala vezérelt gén atirddasat szerv- vagy szovetfiiggden is kiillonb6zé mértékben

befolyasolja.
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8. SUMMARY

8.1 Introduction

During their entire life cycle plants are very sensitive to their light environment. Light is a key
factor influencing all major developmental transitions from seed germination to induction of
flowering. Plants accurately perceive fluctuations in the intensity, spectral quality,
directionality, and periodicity (day length) of the incoming light. Plants possess
photoreceptors: UV-A and blue light absorbing cryptochromes (cry) and phototropins (phot),
red and far-red light absorbing phytochromes (phy).

In Arabidopsis thaliana, phytochromes are encoded by a small multigene family,
PHYA through PHYE (Sharrock and Quail, 1989; Clack et al., 1994). Phytochromes have a
covalently linked chromophore, a linear tetrapyrrole. These photoreceptors exist in two
interchangeable spectral forms: the inactive P, form (red light absorbing) phototransforms into
the active Pg form (far-red light absorbing) upon absorption of red light. This reaction can be
reversed when Py is converted to Pr upon absorption of far-red light (Furuya, 1993). phyA is a
photolabile molecule degrading rapidly when exposed to light. It is the dominant
phytochrome in etiolated seedlings and it mediates responses to very low fluences of red and
far-red light. phyB, C, D, and E are relatively photostable molecules; in green seedlings, phyB
is the dominant phytochrome photoreceptor. These molecules mediate responses to low and
high fluences of red light (Furuya and Schéfer, 1996; Casal és Sanchez, 1998).

Plant cryptochromes have sequence homology to distinct types of photolyases in
bacteria and animals, but lack photolyase activity and possess a distinctive C-terminal
extension (Cashmore et al, 1999). They bind two chromophores, a pterin and FAD.
Cryptochromes are clearly important for normal control of growth and development induced
by blue light. cry2 is particularly important in the response to low blue light intensities and
cryl has a prevalent role in the response to strong blue light (Lin, 2002). In contrast to cry2,
which is strongly down-regulated in response to blue light, cryl protein levels are not light-
regulated (Cashmore et al. 1999; Lin et al, 1998). This presumably explains why cry2 plays a
major role in low light intensities and cryl in high light intensities.

Many light effects are induced by the co-action of several photoreceptors and most
photoreceptors regulate multiple aspects of photomorphogenesis by forming an interacting
network (Casal, 2000).
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Many biological organisms possess internal molecular timekeeper mechanisms,
circadian clocks allowing the anticipation of regular fluctuations in the availability of the most
important resources, such as sunlight. The clock imposes a 24-hour rhythm on certain
physiological processes so that they always occur at the optimal phase of the light—dark cycle.
They range from leaf movement, growth processes and flower opening to photosynthesis and
carbon metabolism (Harmer et al, 2000). Underlying many of these physiological rhythms
there are endogenous rhythms in gene activity.

The circadian system can be divided into three main parts (Somers, 1999). The central
oscillator generates an oscillation with a period of approximately 24 h, based on negative
feedback loops formed by the clock genes and proteins. The oscillator regulates the
expression of genes through the output pathway. For their proper function, the clocks are
synchronized to the periodic environmental changes (e.g. day/night cycles) by specific
stimuli. The entraining signals are transduced by input pathways. According to the classical
model of circadian systems there is a one-way relationship between the input elements and the
oscillator without feedback mechanisms.

For higher plants the most important entraining environmental factor is light. In
Arabidopsis the light input pathway involves several photoreceptors. Both phytochromes
(phyA, B, D, E) and cryptochromes (CRY1, 2) have been proven to play a role in setting the
clock and maintaining the proper period length by transducing the light signal to the central
oscillator (Somers et al., 1998a; Devlin and Kay, 2000).

Mutations on phytochrome (PHYA and PHYB) and cryptochrome (CRY1 and CRY2)
genes increase the period of rhythmic expression of a photosynthetic gene (CAB2-chlorophyl
a/b binding protein 2) under certain fluence rates of red or blue light (Devlin and Kay, 2000;
Somers et al., 1998a). The quadruple phyAphyBcrylcry2 mutant still retains rhythmicity in
Arabidopsis, indicating that these photoreceptors are not essential components of the clock
(Yanovsky et al., 2000). Thus until now the photoreceptors have been considered as being

elements only of the light input pathways.

8.2 Research objectives

The expression of photoreceptor genes was demonstrated to be regulated by light (Somers and
Quail, 1995a, 1995b; Goosey ¢s mtsai., 1997), but the effects of other endogenous or
enviromental factors have been unknown. Our group previously reported that the Arabidopsis

circadian clock controls the expression of the phyB photoreceptor (Kozma-Bognar et al.,
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1999). Light input is mediated by multiple photoreceptors, it is unclear, however, how many
of these photoreceptors are regulated by the clock.

The general goal of our research was to perform a detailed comparative analysis of the
spatial, temporal, and long-term expression patterns of all phytochrome and cryptochrome
genes in Arabidopsis with respect to their circadian regulation.

The main objectives of this work were:

1. To compare the spatial expression patterns of phytochromes and cryptochromes in
Arabidopsis seedlings.

2. To determine whether the expression of phytochromes and cryptochromes is regulated
by the circadian clock like that of PHYB and, if the answer is yes, at what level(s) of
expression.

3. If their expression is rhythmic, to investigate the tissue- and age-specificity of the

circadian expression of one selected photoreceptor.

8.3 Results and discussion

1.1 Transgenic Arabidopsis plants expressing the luciferase gene (LUC+) under the
control of photoreceptor promoters were constructed. In these transgenic plants
luciferase enzyme activity reflects the activity of the photoreceptor promoter to which
LUC+ is fused. On this basis the promoter-luciferase system allows the identification
of spatial patterns of expression, providing a possibility for comparative analysis of
their tissue-specific promoter activities. In light-grown seedlings high promoter
activities were detected for PHYA and CRY2 in shoot meristems and root tips, and
lower activities in cotyledons, hypocotyls and roots. CRY1 were expressed in aerial
tissues; PHYB in all tissues, in particular in shoot meristems and root tips, whereas
PHYC, PHYD and PHYE were expressed in cotyledons and root tips. In etiolated
seedlings CRY1 expression was restricted to cotyledons and the upper part of the
hypocotyl. This pattern supplemented with a weak activity in root tips was also
characteristic for PHYB, PHYC and CRY2 genes. The promoter activity for PHYC was
most dominant in the folded cotyledons, in contrast to that for PHYA and PHYE,
detected mostly in the hypocotyl. These results revealed new details of the tissue-
specific expression and light regulation of the PHYC and CRY1 and CRY2 promoters.
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2.1 Seedlings carrying the various promoter::LUC+ reporter constructs were entrained in

12h white light/12h dark (LD) cycles and were subsequently imaged under the same
conditions. By detecting luciferase activity in the transgenic plants we demonstrated
that the genes encoding the major photoreceptors are not uniformly active throughout
the day. Rather, the promoter activities of phytochromes and cryptochromes is
diurnally regulated in light/dark cycle, with peaks of expression at different time
points during the light period.

One of the hallmarks of circadian rhythms is their persistence under constant
conditions. In order to determine whether the diurnal rhythm of the promoter activity
of photoreceptors was due to the regulatory effect of the circadian clock, LD-grown
seedlings were transferred to circadian conditions: continuous light (LL) or continuous
dark (DD). Upon transfer to constant conditions (light or dark), circadian regulation is
maintained for all genes, with the exception of PHYC, indicating that — besides the
effect of light - the circadian clock controls the transcription of the photoreceptor

genes.

2.2 LD-grown wild-type seedlings were shifted to LL conditions. Total RNA was isolated

3.

from samples harvested in 4-h-intervals and the abundance of phytochrome and
cryptochrome mRNA molecules was determined by Northern hybridization or RNase
protection. In accordance with the results of luciferase activity, the mMRNA
accumulation of most photoreceptor genes followed the rhythmic pattern in similar
phase. The only exception was PHYC gene, whose mRNA level displayed clear
circadian oscillations unlike its promoter activity. This fact indicates that the circadian
regulation of PHYC gene expression is exerted at the level of mMRNA accumulation
rather than at the level of promoter activity. Transcripts encoding the light-stable
proteins phyB, phyC, phyD, phyE and cryl peak during the early hours of the daily
light period, whereas those encoding the light-labile phyA and cry2 reach their highest
level close to dusk. The phase of rhythms reflects the importance of the photoreceptors

for different light conditions.

We selected PHYA gene expression for the detailed analysis, because the function of
phyA among the phytochromes is non-redundant, due to its light-labile nature. The
expression pattern of PHYA::LUC+ was compared in seedlings and adult plants under

DD conditions. PHYA expression was robust in seedlings, but dampened rapidly in
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adult plants, indicating that circadian regulation is altered at different developmental
stages. To investigate tissue-specific effects, the PHYA expression rhythm was
determined in intact and excised organs of adult plants. High-amplitude rhythms were
maintained for many days in isolated leaves in darkness, whereas the leaves of intact
plants rapidly lost rhythmicity. The wounding of the leaves of intact plants and callus
formation had no effect on rhythmic expression. In excised roots and hypocotyls, the
oscillation of PHYA expression was different from that in leaves, indicating the
existence of multiple factors responsible for organ-specific regulation and systemic
regulation of the circadian clock.

The amplitude and damping of PHYA expression rhythms in light-grown Arabidopsis
plants are variable, depending on the type and the age of tissue tested. The rhythmic
pattern of PHYA expression is not organ-autonomous but depends on the physical
continuity, consistent with the presence of a transmitted signal that controls the overt

expression of circadian rhythms without necessarily affecting the underlying clock.

8.4 Conclusion

The circadian clock regulates the expression of all phytochromes and cryptochormes at both
the levels of promoter activity and mRNA abundance with different efficiencies. The
expression of photoreceptor promoters is controlled in a plastic manner by a network of
endogenous clock and light, which presumably contributes to the adaptive regulation of light
perception and light signalling.

The tissue-specific differences in photoreceptor gene expression could therefore
contribute to the differential light responses of various tissues, including even differential
regulation of circadian system. A circadian system might be present in most, if not all, plant
cells, but its effect on intracellular rhythms can be controlled by supracellular signalling.

Photoreceptors, on the one hand, transduce light signals to the clock and thus are part
of the input pathways on the other hand, they also have to be considered part of the clock
output. The rhythmically produced photoreceptors can temporally restrict light input to the
clock by feedback mechanism, so that resetting cues work most efficiently at the appropriate
times of day.

Furthermore, photoreceptor genes can be used as new molecular markers to study

circadian regulated gene expression in Arabidopsis, and the PHY and CRY genes form a
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special subgroup of the circadian markers, because they can be placed in the input as well as

the output pathways.
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3.4bra Az Arabidopsis cirkadian 6ra miikodésének modellje
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9. abra Fotoreceptor-luciferaz transzgének szovetspecifikus kifejezodése

A panelek jobb oldalan a valos kép, bal oldalan a lumineszcens kép lathato, melyen a szinek a
lumineszcencia intenzitasat jelolik (sotétkéktdl a fehér felé novekvo szinttel). CAB2::LUC+ (A);
PHYA::LUC+ (B); PHYB::LUC+ (C); PHYC::LUC+ (D); PHYD::LUC+ (E); PHYE::LUC+ (F);
CRY1::LUC+ (G); CRY2::LUC+ (H) transzgént hordozé csiran6vények reprezentaljak 3-3 fliggetlen
transzformans vonalban detektalt luciferaz aktivitas szoveti eloszlasat.

vissza a szovegbe

99



10. abra Fotoreceptorok promoter-aktivitasa etiolalt csiranévényekben

A panelek bal oldalan a valés kép, jobb oldalan a lumineszcens kép lathato, melyen a szinek a
lumineszcencia intenzitasat jelolik (sotétkéktdl a fehér felé novekvo szinttel). PHYA::LUCH+ (A);
PHYB::LUC+ (B); PHYC::LUC+ (C); PHYD::LUC+ (D); PHYE::LUC+ (E); CRY1::LUC+ (F);
CRY2::LUC+ (G) transzgént hordoz6 transzformans etiolalt csirandvények luciferaz aktivitasat
abrazoljak.

Vissza
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13. abra Arabidopsis fotoreceptorok diurnalis génexpresszidja

Egy hetes 12 ora fény/12 ora sotét fotoperioduson, allandé hdomérsékleten nevelt csiranovények

-----

fényszakaszt, a fekete a sotétszakaszt mutatja.

vissza
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14. abra A fotoreceptorok promdter-aktivitisa folyamatos fényben
Az X tengely felett a fehér sav a fényszakaszt, a sziirke csikozott sav a szubjektiv éjszakat mutatja

Vissza
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15. abra A fotoreceptorok cirkadian kifejezodése folyamatos sotéthben

Az X tengely felett a fehér sav a fényszakaszt, a fekete a sotétszakaszt mutatja.

vissza
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16. abra A fitokromok és kriptokromok mRNS-szintjének cirkadian valtozasa

folyamatos fényben
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7 napos csiranévényeket folyamatos fehér fénybe helyeztiink, majd a 4 6ranként vett mintakbol RNaz
protekcio segitségével meghataroztuk az mRNS mennyiségét. A radioaktiv jelet a konstans AtUBQ10

MRNS mennyiségére, mint belsé kontrollra normalizaltuk. Az X tengely felett a fehér sav a

fényszakaszt, a sziirke a szubjektiv éjszakat mutatja. Vissza
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17. abra PHYA Kkiilonb6z6 méretii mRNS molekuldinak ritmikus akkumulaciéja
folyamatos fényben és folyamatos sotétben

A: a 14 napos novényeket LL vagy DD koriilmények kozé helyeztiik, majd leveleikb6l 4 éranként
mintat szedtiink. A mintakbdl késziilt RNS extraktumokbdl RN4z protekcids probakkal specifikusan
meghataroztuk a 3 transzkriptum mennyiségét.

B: LL megvilagitasban detektalt mRNS-mennyiség a konstitutiv ubiquitin 10 probaval korrigalva,
majd a legmagasabb értékre normalizalva. Az X tengelyen a fehér sav a fényszakaszt, a sziirke a
szubjekiv éjszakat jelenti.

vissza
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20. abra PHYA::LUC+ és CAB2::LUC+ ritmusok gallérral szeparalt és levagott levelekben folyamatos sotétben és voros fényben
Az X tengely felett a fekete sav a sotétszakaszt, a fehér vagy voros sav a megfeleld hullamhossz-tartomanyu fényszakaszt jeloli.

vissza



