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BEVEZETES

A fény fontos szerepet jatszik a magasabbrendii novények életében: szabalyozza a fejlodést a
csirazastol egészen a mag érés€ig. Ezért a novények az egész életciklusuk alatt igen érzékenyen
reagalnak a kornyezet fényviszonyainak valtozasara. A ndovények a fényreceptorok segitségével
képesek pontosan érzékelni a fény intenzitdsat és annak valtozasat, a hulldimhosszanak eloszlasat,
a beesd fény iranyat valamint a megvilagitas idotartamat. A magasabbrendii novényekben 3
fotoreceptor-csaladot azonositottak: az fény UV-A ¢és kék hullamhossza-tartomanyt érzékeld
kriptokrémokat (cry) és fototropinok (phot) valamint a voros és tavoli vords fényt érzékeld
fitokromokat (phy).

Arabidopsis thaliana-ban a fitokrom receptor-csaladnak 5 tagja van: fitokrom A-E
(Sharrock és Quail, 1989; Clack és mtsai., 1994). A fitokrom fehérjék egy kovalensen kotott
linearis tetrapirrol kromofort tartalmaznak. A fitokrémok két egymasba 4talakithatd formaban
léteznek: a bioldgiailag inaktiv Gn. Pr forméaban, mely voros fény hatdsara aktiv, in. P formdba
alakul at. Ez a folyamat megfordithat6 a tavoli vords fénnyel (Furuya, 1993). A phyA fehérje egy
fotolabil molekula, mely fényben gyorsan degradalodik, ezért a szerepe az etiolalt ndvényekben a
legjelentdsebb. Ez a fényreceptor kdzvetiti a nagyon alacsony €s a magas fényintenzitasi tavoli
voros fényre adott fényvalaszokat. A phyB, C, D és E meglehetdsen fénystabil molekulak,
melyek koziil a phyB a dominéans a fényen nétt novényekben. Ez a négy fotoreceptor a felelds az
alacsony ¢és a magas intenzitasu voros fény érzékeléséért.

A ndvényi kriptokromok homologidt mutatnak egyes bakteridlis és allati fotolidzokkal,
viszont fotoliaz aktivitassal nem rendelkeznek (Cashmore és mtsai., 1999). Két nem kovalensen
kotott kromofort tartalmaznak: egy fénybegyiijtd pterint és egy katalitikus aktivitdsu FAD-ot. A
kriptokromok fontos szerepet jatszanak a kék fény daltal indukalt novekedési és fejlodési
folyamatok iranyitdsaban. Arabidopsisban a csalad két tagja ismert: a kriptokrom 1 és 2 (cryl, 2).
A cry2 jelentdsége az alacsony intenzitdsi kék fényre adott valaszreakcidokban, mig a cryl-¢
elsddlegesen az erds kék fény altal indukalt valaszokban mutatkozik meg (Lin, 2002).A cry2-vel
ellentétben, mely a kék fényen gyorsan degradalddik, a cryl fehérje szintjét nem szabdlyozza a
fény (Cashmore és mtsai., 1999; Lin és mtsai., 1998). Ez lehet a magyarazata annak, hogy miért

eltérd intenzitast fényre érzékenyek.



A fényreceptorok funkcidja részben atfedd, részben egymast kiegészitd. Egy fényindukalt
folyamatot nemcsak egy receptor irdnyit, és ez visszafelé is igaz, egy fotoreceptor szamos
fényvalaszban jatszik kisebb-nagyobb szerepet; igy egymassal egylittmikodve iranyitjak a
megfeleld folyamatokat. A fotoreceptorok egy bonyolult hal6zatot alkotva igen pontosan képesek
leképezni a fénykoriilményeket, és ennek megfelelden vezérelni szamos élettani jelenséget
(Casal, 2000).

Sok biologiai organizmus rendelkezik egy belsé molekularis idéméré mechanizmussal, az
un. cirkadidn ordkkal, melyek lehetdvé teszik a legfontosabb természeti koriilmények rendszeres
valtozasdhoz vald alkalmazkodast. Az o6ra kozel 24 oOrds peridodust biztosit szdmos élettani
folyamatnak, igy azok a nap folyaman az optimalis idépontban jelenhetnek meg. A fizioldgiai
folyamatok igen széles skalajat befolyasolja a cirkadidn ora: a levélmozgastol, a fejlodési
folyamatokon és a virdgzas indukciojan at a fotoszintézisig (Harmer €s mitsai., 2000). Ezen
folyamatok ritmikus jellege néhany kulcsfontossagu gén aktivitasdnak napi oszcillaciojan alapul.

A cirkadian rendszerek egyszertiisitett, klasszikus modellje harom 6 részre tagolhatd. A

cirkadidn ora ,,szive” a kozponti oszcilldtor, melyet az Gn. 6raelem gének €s azok fehérjéinek

negativ visszacsatolason alapul6 szabalyozo kore alkot. Ennek feladata a ritmus létrehozasan tul a
cirkadian jel tovabbitasa egy tobb agon futd jelatviteli lanc segitségével - amelyeket
Osszefoglaloan outputnak vagy kimenetnek neveznek - az altala szabalyozott folyamatokhoz. A
pontos mitkodéséhez az oOrat hozza kell igazitani a kornyezet napi periodikus véltozasaihoz
(példaul a nappal/éjszaka vagy a hideg/meleg ciklusok). Az o6rat beallit6 mechanizmusban
résztvevé molekulak, az input vagy bemeneti elemek kozvetitik a kornyezeti jeleket a kdzponti
oszcillatorhoz. A klasszikus 6ramodell szerint az input elemek és a kdzponti oszcillator kozott
linearis a kapcsolat, az oszcillator nem szabalyozza a beallito folyamatait.

A novények szdmara a legjelentdsebb beallitd kornyezeti tényezd a fény. Mar szamos
fotoreceptor részvételét igazoltak a fény input utban Arabidopsisban (Somers és mtsai., 1998;
Devlin és Kay, 2000). A fitokromok (phy A, B, D, E) és a kriptokromok (cryl, 2) is szerepet
jatszanak az 6ra bedllitasaban és a megfeleld periodushossz fenntartdsaban. Ezek alapjan a

fotoreceptorokat eddig input Ut elemeinek csoportjaba soroltak.



KOZVETLEN ELOZMENYEK, CELKITUZESEK

A fotoreceptorok kifejezOddésének szabadlyozasdban a fény regulaldé funkciojat mar
bebizonyitottak (Somers €s Quail, 1995a, 1995b; Goosey €s mtsai, 1997), viszont mas kiilsé vagy
belsé szabalyozo faktor hatasa még ismeretlen volt. Par évvel ezel6tt munkacsoportunkban
kimutattuk (Kozma-Bognar és mtsai., 1999), hogy az Arabidopsis PHYB génexpresszidja a
cirkadian ora kontrollja alatt all. Mivel az ismert, hogy a fény input Gtban szamos fotoreceptor
kozremiikodik, felmeriil a kérdés, vajon a cirkadian ora szabalyozza-e - a phyB mellett - t6bbi
fényreceptor kifejezodését is.

Munkénk célja az Arabidopsis fitokrom ¢és kriptokrém fotoreceptorok kifejezddésének
vizsgalata volt a cirkadidn szabalyozas szempontjabol. A tervezett munka 6 1épései a kovetkezok
voltak:

1. A fitokromok ¢és kriptokromok génatirodasdnak szovetspecifikus vizsgalata,
Osszehasonlitasa.

2. Annak megallapitasa, hogy a PHYB mellett a tobbi fotoreceptor kifejezédése is cirkadian
ritmust mutat-e, s ha igen, a kifejezédés mely szintjein jelenik meg az ora szabalyozo
hatésa.

3. Ritmikus kifejezddés esetén egy kivalasztott fotoreceptor cirkadian szabalyozasanak kor-

és szovetspecifikus vizsgalata.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

e Molekularis klonozasi technikak

e NOvényi 0ssz-RNS tisztitas

e Northern hibridizacid, RNaz protekcios analizis

e Arabidopsis thaliana névények nevelése steril és liveghazi koriilmények kozott
e Transzgénikus ndvények eldallitasa

e Invivo luciferaz enzimaktivitas-meghatarozas



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. A fitokrémok és kriptokromok promoter aktivitdsanak vizsgalatara transzgénikus Arabidopsis
thaliana novényeket hoztunk Iétre, melyek a kiilonb6z6 fotoreceptorok promoterei altal vezérelt
luciferaz riporter gént hordoztak. A transzgénikus ndvényekben in vivo luciferaz enzimaktivitas
mérésével megfigyeltilk a promoter-aktivitas szovetspecifikus megjelenését. A csirandvényekrol
késziilt felvételek megmutattak, hogy - a CRY1 kivételével - a gének kifejezddése az Osszes
szervben detektilhatd szintli volt. A 7 napos, fény/sotét perioduson nétt csirandvényekben a
promoter-aktivitas a levélben €s a hajtascsticsban volt domindns, mig az ugyanilyen koru etiolalt
névényekben az aktivitds a sziklevélre és a hipokotil felsé harmadara tevddott at. A gyokérben
tapasztalhatd expresszid a gyOkércsucsban volt a legjelentdsebb. Az etiolalt PHYA gyokérrdl
nagy-felbontasi CCD kamera segitségével késziilt felvételek tanisdga szerint a gyokérsiiveg
sejtek termelték a fotoreceptorok nagy részét. A felvételek lehetdséget nytjtanak az egyes
fényreceptorok szervezet szintli megjelenésének Gsszehasonlitdsara, ezaltal az azonos helyen ¢és
idében rendelkezésre allo receptorok egymasra hatdsanak, akar kozvetlen interakcidjanak

lehetdségét is alatamasztva.

2.1 A fotoreceptor promoter-luciferdz inszertet hordozd transzgénikus csirandvényekben a
vizsgalt 6t fitokrém ¢és két kriptokrom promoter-aktivitasa diurnalis jellegli volt fény/sotét
perioduson. Cirkadian koriilmények kozott, azaz allandé homérsékleten, allando fehér fényben
vagy folyamatos sotétben a PHYC kivételével mindegyik fényreceptor gén promoter-
aktivitasaban megfigyelhetd volt a napi oszcillacid, de a ritmus lefutdsa és amplitidoja lényeges
kiilonbségeket mutatott. Erds ritmus jellemezte a PHYA, PHYB és CRY1 gének promoter-
aktivitasat, mig kisebb erdsségli volt az oszcillaciéo a PHYD, PHYE és a CRY2 gének esetében.
Mindegyik fényreceptor ritmusa a szubjektiv nappal folyaman, par o6ras eltolédassal érte el a
maximumat. Az amplitadé és fazisbeli eltérések azt jelzik, hogy a fotoreceptor gének promoter-
aktivitdsat a cirkadidn 6ra nem egységes séma szerint szabalyozza, hanem egyedi kifejezddési
mintdzatot biztosit szdmukra. A folyamatos fényben és folyamatos sététben mért promoter-
aktivitas Osszehasonlitdsaval 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 kifejezédése pedig fény-
fiiggetlennek bizonyult.

2.2 A fotoreceptorok kifejezodésének napi valtozasait az mRNS-felhalmozddas szintjén kovettiik
nyomon folyamatos fényben RNaz protekcids analizis segitségével. Megallapitottuk, hogy a
fotoreceptorok mMRNS-felhalmozodasa is napi oszcillaciot mutat cirkadian mérési koriilményben.
Ebben az esetben az Gsszes altalunk vizsgalt fényreceptort jellemezte ez a sajatsag. A promoter-
aktivitas ritmusaval azonos vagy attol egy-két oraval késdbb megjelend fazissal oszcillaltak, ami
arra utalhat, hogy az mRNS-felhalmozodas szintjén megfigyelt ritmus fazisat az ora a kifejez6dés
el6zd 1épésénél, azaz az mRNS szintézisnél szabja meg. Azonban némely fotoreceptor esetében a
ritmus amplitiddojaban jelentds erdsodést figyeltiink meg. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
cirkadian 6ra az mRNS stabilitast is befolyasolja, ami eredményezheti a ritmus amplitidojanak
valtoztatasat, de fazis eltolodast nem. Ahogy a promoter-aktivitds esetében lattuk, a regulécid az

MRNS-felhalmozo6das szintjén sem egységes.

3.1 A PHYA gén promoter-aktivitdsanak cirkadian ritmusa a fejlettségi allapottol fiiggden
megvaltozott. A PHYA::LUC+ napi ritmusanak amplitidéja felnétt ndvényben gyorsan
lecsengett folyamatos fényben, mig csirandvényben sokaig fennmaradt. A valtozds a ritmus
fazisat nem érintette. A lecsengés a levél izolalasaval megsziint, viszont a sebzés illetve a
kalluszositas nem valtotta ki ugyanezt a hatast. Ez azt jelzi, hogy esetleg a ndvény masik
szervébdl érkezd intercellularis jel indukalja a fokozatos expresszio-csokkenést, elfedve ezzel a

cirkadian oszcillaciot.

3.2 A PHYA gén promoter-aktivitasanak ritmusat a PHYA::LUC+ transzgént hordoz6 ndvények
egyes részeiben tanulmanyozva megallapitottuk, hogy a cirkadidn regulaci6 szervspecifikusan is
valtozik. Az intakt ndvény levelében és gyokerében detektalt ritmus hasonld volt az egész
csirandvénybdl szarmazo luciferaz-aktivitas gorbéhez: fazisuk és lefutasuk megegyezett, viszont
amplitidojuk csokkent (mint azt fentebb emlitettiik). A PHYA promoter-aktivitds napi ritmusa az
izolalt szervekben igen eltérd képet mutatott. A hipokotildarabokban a kifejez6dés aritmikus, a
gyokérben ugyan megjelenik az oszcillacid, de nagyon kis amplitidoval és korabbi fazisban,

ezekkel ellentétben a levagott levélben hatarozott napi ciklus jellemzi a promoter-aktivitast. igy



megallapithatjuk, hogy a cirkadian o6ra egy altala vezérelt gén atirodasat szerv- vagy

szovetfliggden is kiilonbozé mértékben befolyasolja.

KOVETKEZTETESEK

Megallapitottuk, hogy az Arabidopsis fotoreceptorok génexpresszioja tobb szinten is (promoter-
aktivitds és mRNS-akkumulacio) cirkadian szabdlyozds alatt 4ll. A  fényreceptorok
kifejez0désének napi mintazatat egyiittesen alakitja ki egy belsd €s egy kiilsé szabalyozo tényezo:
a cirkadian ora és a fény. E két tényez0 hatdasa nem azonos mértékben érvényesiil a kiillonbozo
fotoreceptorok esetében, igy a fitokrom é€s kriptokrom gének kifejezddése egyedi mintazatot
mutat. A kifejezddés cirkadidn jellege kor- €és szdvetspecifikusan valtozhat.

Eredményeink tiikkrében a ndvényi cirkadidn o6ra modelljét kiegészithetjiik egy tjabb
visszacsatolasi 1€péssel, melyben a kdzponti oszcillator ritmikus kifejezddést biztosit a vizsgalt
input elemeinek. Tehat az input utba sorolt fotoreceptorok egyben az output elemek kritériumait
is kielégitik. Ez azt jelenti, hogy az cirkadian rendszerek részeinek harmas felosztasa, az input-
oszcillator-output tengely nem tekinthetd lineéaris folyamatnak, hanem — sokkal inkébb - bels6

szabalyoz6 koroket tartalmazo rendszernek.
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