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Bevezeto

A cirkadian ora

A Fold kozel 24 orés tengely koriili forgasabol adédoan sok kdrnyezeti tényez6 mutat
napi ingadozast. A legtobb faj ilyen periodikussagot mutatd kornyezetben alakult ki, igy
evolucios elonyt jelentett, ha belsé folyamataikat minél nagyobb pontosaggal hozza tudtak
igazitani a kiils6 valtozasokhoz. Néhany prokariotanal és a legtobb eukariotanal megfigyelheto,
hogy a sejtek szamos élettani és anyagcsere folyamata allando koriilmények mellett is fenntartja
ciklikussagat (Edgar et al., 2012). Az életfolyamatokban megfigyelhetd napi ritmusokat,
amelyek allandé koriilmények kozott is fennmaradnak, cirkadian ritmusoknak, az Oket
l1étrehozd és fenntartd genetikai oszcillatort pedig cirkadidn ordnak nevezziik. A kozponti
oszcillator, a bemeneti és a kimeneti oldal a cirkadian rendszer harom nagy elméleti egysége.
A bemeneti oldal jelenti a kiilsé vagy belsé kdrnyezetbdl érkezo jeleket, amelyek beallitjak az
oszcillator fazisat és sebességét, optimalizalva annak miikodését az adott koriilményekhez.
Ilyen jelek lehetnek példaul a fény, a hdmérséklet, paratartalom vagy hormonadlis jelek. A
kimeneti oldal jelenti azokat az élettani és alaktani valtozasokat, amelyeket az 6ra iranyit (Xu

etal., 2022).

Novényeknél a cirkadidn ora szamos élettani folyamatra hatassal van a gének atirasanak, a
fehérjék aktivitasanak, a hormonok szintézisének és az anyagcserének a szabalyozésa altal. Igy
szerepet jatszik a viragzas idejének meghatarozasaban, a hipokotil ndvekedésében, a levelek

mozgasaban és Oregedésében, a sztomak nyitasaban és zarasaban, valamint a biotikus és
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1. abra A cirkadian ora miikodését és hatasait osszefoglalo abra szarazfoldi novényekben (Xu et al., 2022)



abiotikus stressz valaszokban is (1. abra) (Xu et al., 2022). Ezek mind mezégazdasagilag is
fontos jellegek, igy a cirkadian 6raban szerepet jatszo gének gyakran célpontok 0j névény fajtak

nemesitésekkor (Turner et al., 2005)

Az 6ra molekularis szintii miikodésének alapelve valamennyi eukaridta él61énynél megegyezo:
egymassal 0Osszefliggésben 1évé transzkripcids-transzlacids visszacsatolasi  hurkokbol,
oszcillatorokbol allnak. Az oszcillatorok komponensei viszont eltérdek, fajonként mas-mas
gének és fehérjék latjak el ezt a feladatot. (Wijnen & Young, 2006). Novényi kutatasoknal széles
korben elterjedt modellszervezet az Arabidopsis thaliana, magyar nevén ladfii. A cirkadian 6rat
kialakitd negativ visszacsatolasi hurkok molekularis komponenseir6l ebben a noévényben
tudunk a legtobbet. A cirkadian ora halozatos és Osszetett szerkezetébdl addddan viszont még

mindig maradtak megvalaszolatlan kérdések.

A ndvényi cirkadidn ora kozéppontjaban harom gén all: a reggeli kifejezddést mutat6 CCAl
(CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATEDL) és LHY (LATE ELONGATED HYPOCOTYL), valamint
az esti TOCL1 (TIMING OF CAB EXPRESSION1). Ezek a gének maguk is kélesonosen gatoljak
egymast, emellett még szamos mas molekula hat a gének atirodasara. A CCAL/LHY
termelddésére negativ hatassal vannak a PRRS,7 és 9 (PSEUDO RESPONSE REGULATOR)
fehérjék, amelyek napkozben fokozatosan termelédnek. A PRR7/9 gén kifejezOdését az
ugynevezett Evening Complex (EC) gatolja, amely az ELF3, ELF4 (EARLY FLOWERING)
¢s LUX (LUX ARRYTHMO) fehérjékbol all. ATOCL és PRRS5 lebontasat a ZTL (ZEITLUPE)

PRR5 =18
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PRRO——CCAT | _
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2. abra A cirkadian ora molekularis miikédésének vazlata (Ronald & Davis, 2019)



¢és GI (GIGANTEA) fehérjékkel vald kolesonhatasuk idézi el6 (2. abra) (Ronald & Davis,
2019).

Az egyes novényi szovetek sajat milkodésii oraval rendelkeznek, amelyek egymassal
kapcsolatban allnak.(Endo et al., 2014)

A TOC1 fehérje
A TOC1 az ugynevezett PSEUDO RESPONSE REGULATOR (PRR) gén csalddba

tartozik, amely elengedhetetlen a cirkadian 6ra miikodéséhez. (Hotta, 2022). Mind a kdzponti
oszcillatorban, mind a kimeneti és a bemeneti oldalban van szerepiik, igy ezek a gének gyakran
célpontok kiilonboz6 nemesitési folyamatokban, hogy megvaltoztassak a névény fényperiodus
érzékelését, és igy a viragzas idejét (Turner et al., 2005). Tagjai valtozé mennyiségben
eléfordulnak a zold algaktol kezdve az egyszikiiekig. Arabidopsis thaliana-ban 5 PRR gén
talalhato: PRR9, PRR7, PRR5, PRR3 ¢és TOCL1/PRR1. A PRR fehérjék a sejtmagban
komplexeket tudnak létre hozni mas fehérjékkel, és igy képesek kotni a DNS-t, illetve

kiilonboz6 fehérjékkel kolesonhatva transzkripciot szabalyozni (Hotta, 2022).

Harom nagy szerkezeti egységgel rendelkeznek: a PR domén a homo-és heterodimerek
kialakitasahoz fontos, a CCT domén fehérjéket és DNS-t tud kotni, illetve a kettd kozti régio
(Inter Region) (Wenkel et al., 2006; Tiwari et al., 2010.) A PRR gének a nap folyaman
kiilonb6zé mértékii transzkripcios aktivitassal rendelkeznek, az egyes gének legnagyobb
mértékl atirddasa két-harom oras csuszasokkal torténik, ,,expresszids hulldmokat™ 1étrehozva
(3. abra). Eloszor a PRR9 transzkripcidja éri el a csucsot hajnal kdrnyékén, majd sorban a
PPR7, PRR5,PRR3 és végiil alkonyatkor a TOC1 géné (Matsushika et al., 2000). A PRR5,
PRR6 és PRR7 fehérjék, de féképpen a TOCL fehérje, transzkripcids represszorként

Oh 12h

3. dbra A PRR gének atirodasanak mértéke a nap folyaman (Hotta, 2022)

funkciondlnak: a kozpontioszcillator két fontos fehérjéjének a CCALl és az LHY gének

promotereit tudjak kotni, ezzel akadalyozva az atirasukat (Nakamichi et al., 2010).



A TOC1 fehérje a kozponti oszcillator egyik fontos tagja. Emellett a vords/tavoli vords

fényjeleket tovabbitd szabalyozasi lancnak is fontos eleme (Mas et al., 2003).

Membran nélkiili testek

A sejtekben t6rténd biokémiai folyamatok térben és idében elkiiloniilten mennek végbe,
ezzel novelve hatékonysagukat és iranyithatosagukat (Weber&Brangwynne, 2012). E célbol
alakultak ki a membrannal koriilvett kompartmentek a sejtekben, amelyekben mas-mas
folyamatok mennek végbe (Xu et al., 2021). Ilyen példaul a sejtmag, a mitokondrium, az
endoplazmatikus retikulum vagy a kloroplaszt (Lusk&King, 2017; Frey&Mannella, 2000;
Csordas et al., 2018; Hallick, 1992).

Emellett a sejtekben szamos olyan test is 1étezik, amelyek képesek elkiiloniilni a kérnyezetiiktol
membran nélkiil is, ugynevezett fazis-szeparacio révén (Brangwynne et al., 2009). Erre az els6
megfigyelés a sejtmagvacska volt, amely a sejtmagban a riboszomalis RNS molekulak
szintéziséért felelds (Wagner, 1835).

A membran nélkiili testek mikrométer nagysaguak, és benniik fehérjék, illetve nukleinsavak
koncentralédnak. A citoplazmaban és a sejtmagban egyarant el6fordulnak (Banani et al., 2017).
Habar gél vagy szilard halmazallapotaak is lehetnek, a folyékony halmazallapot a
legjellemzébb ezekre a testekre, mivel ebben az allapotban tudnak a benne 1évé molekulak
szabadon diffundalni (Field et al., 2023.). Egy oldat ilyen fajta tartos ketté valasat egy
toményebb és egy higabb oldatra folyadék-folyadék fazis-szeparacionak (liquid-liquid phase
separation-LLPS) nevezziik (Hyman et al., 2014).

Fluoreszcens jelolés segitségével a testek fénymikroszkoppal megfigyelhetdek. Gombolyt,
folyadékcsepp-szerli alakjuk van, amely konnyen valtozhat a folyadék aramlasa vagy fizikai
akadalyba valo iitkdzés esetén. Ha egymassal keriilnek érintkezésbe a testek, akkor gyakran
megfigyelhetd, hogy egyesiilnek, egy nagy testté olvadnak 6ssze (4./j abra) (Bergeron-Sandoval
et al., 2016). Egy érdekes kisérleti modszer segitségével konnyen igazolni lehet, hogy az adott
membran nélkiili test mennyire folyékony, azaz mennyire gyorsan tudnak diffundélni a benne

1év6 molekulak (4./h abra).



A FRAP (Fluorescens Recovery After Photobleaching) egy olyan eljaras, amely soran a
molekulékat fluoreszcensen jelolik, majd egy nagy energiaju fénnyel kié¢getik a molekulakat
egy kis pontban, igy azok elveszitik a fluoreszcens képességiiket. Egy id6 utdn a molekuladk
diffazidja révén az elsotétiilt pontba Gjra fluoreszcens molekulak keriilnek, és eltiinik a kiégetett
rész. Minél gyorsabban all helyre az eredeti allapot, annal gyorsabban diffundélnak az adott
rendszerben a molekulak (Jonsson et al., 2008). Folyadék-folyadék fazis szeparacioval létrejott
testek esetén ez igen gyorsan bekdvetkezik, ami szintén a test folyadék halmazallapotara utal

(Bergeron et al., 2016).
h After bleach

Before bleach 5s 30s 60 s 120 s

. -

120 s 180 s 240 s 300 s
GFP—PrLD

4. abra

h: Egy membran nélkiili test photobleaching el6tt, majd az er6s fény besugarzas utan,
ahogy fokozatosan visszaalakul az eredeti allapotba.

j: Membran nélkiili testek dsszeolvadasarol késziilt felvételek fénymikroszkdppal.

(Fang et al., 2019.)

Ezeket a testeket olyan molekuldk képesek l1étrehozni, amelyek szerkezete megengedi, hogy
sok gyenge kolcsonhatast tudjanak kialakitani egymas kozott (Lyon et al. 2021). Az ilyen
fehérjék nagy szamu, toltéssel rendelkezd, polaris, illetve aromas aminosavakbdl épiilnek fel,
amelyek elektrosztatikus, dipolus-dipolus és mas gyenge kolcsonhatdsok létrehozasat teszik

lehetévé molekulan beliil €s molekulak kozott is (Brangwynne et al., 2015).

Ezeknek a kolcsonhatasoknak a kialakulasa csokkenti a komponensek oldékonysagat, és egy
bizonyos kiiszobérték felett kiilonvalnak a kornyezetiiktl. Ugyanigy, ha a kiiszobérték ala
csokken a gyenge kotések szama, a testek szétesnek (Lin et al., 2015). Ez a sejtekben lezajlo
folyamatok gyors ki-bekapcsolasara ad lehetdséget, igy a sejt hatékonyan tud reagalni a
kornyezeti valtozasokra (Chen et al., 2022).



A membran nélkiili kompartmentekben példaul enzimek, transzkripcios faktorok
koncentralodhatnak, igy novelve az adott biokémiai folyamat vagy az adott gén atirasanak a

hogy ne tudja ellatni mashol a funkciojat (Alberti et al., 2019).

Az elmult években szamos 1j informacio deriilt ki arrol, hogy milyen fontos szerepe van a
folyadék-folyadék fazis szeparacionak novényekben. Az igy kialakult testeknek hatasa van a

novény novekedésére, fejlodésére, a viragzasra és a stressz valaszokra is (Liu et al., 2023).

Az FLX-LIKE géncsalad
Arabidopsis thaliana-ban az FLX géncsalad 6t tagbol all: FLC EXPRESSOR (FLX),
FLX-LIKE 1 (FLL1), FLX-LIKE 2 (FLL2), FLX-LIKE 3 (FLL3) és FLX-LIKE 4 (FLL4). Mind

az ot génnek fontos szerepe van a viragzasi id6 szabalyozasaban, a viragzas meginditasaban.

A viragzas idejét nagyban befolyasoljak a kiilonb6z6 kornyezeti hatasok. Arabidopsis thaliana
¢s sok mas faj esetén hosszi hideg iddszak utdn — vernalizdcid utdn - a ndvények gyors
viragzasba kezdenek. Igy a novények a megfeleld iddpontban, a hosszu, hideg tél utan tavasszal
kezdenek el viragozni. Ennek a folyamatnak a molekularis hatterében tobbek kozott a
FLOWERING LOCUS C (FLC) fehérje all, ami egy transzkripcios represszor, és képes gatolni
viragzast elsegitd géneket (Carol et al., 2008)

Hossza hidegnek kitett novényekben lecsokken az FLC szintje, és a virdgzas megindulhat.
Ahhoz, hogy az FLC fehérjének vernalizacié el6tt elég magas legyen a szintje, a FRIGIDA
(FRI) fehérjére is sziikség van. Az FRI fehérje nem 6nmagéaban, hanem mas fehérjékkel alkotott
komplex formajaban fejti ki hatasat. Ebben a komplexben megtalalhato tobbek kozott az FLX
¢s az FLL4 fehérje is (Lee et Amasino, 2013).

Az FLL2 fehérjének szintén az FLC szabalyozasiaban van szerepe. Az FLL2 jelenléte
elengedhetetlen az FCA (FLOWERING LOCUS A) fehérjét tartalmazé membran nélkiili testek
kialakulasahoz a sejtmagban (5. abra) (Fang et al., 2019) . Az FCA fehérje RNS molekulakat

képes kotni, és fazis szeparacio altal membran nélkiili testeket hoz 1étre (Simpson et al., 2003).

Ezekben a testekben kiilonb6z6 mMRNS 3’vég modositd fehérjék tomoriilnek 6ssze, amelyek az
FLC viragzasi represszor génjének a csendesitésében vesznek részt. Az FLC génrdl atirddo
antiszensz mMRNS érése soran a 3’vég poliadenilaciojaval olyan folyamatok indulnak be,

amelyek a kromatin metilalasahoz, és igy az FLC csokkent atirasahoz vezetnek (Wu et al.,



2016). Az FLC fehérje szintjének csokkenésével pedig felszabadulnak a gatlas alol bizonyos

viragzast elosegitd fehérjéket kodolo gének.

EER- N\S\» FcA
NN FLL2

PolyA polimeraz

[ o Nukledz

FIP1)  cpsF100
CPSF160

CPSF73

CPSF30
WDR33/Fy

4. dbra Az FLL?2 fehérje membran nélkiili testeket hoz létre, annak érdekében, hogy bizonyos
helyeken elbsegitse a pre-mRNS poliadenilaciojat (Fang et al., 2019)

Kisérleteik soran Fang et al. 1étrehoztak olyan mutans novényeket, amelyekben az FLL2 génr6l
hibas fehérje irddott at. Ekkor az FCA fehérjét tartalmazé membran nélkiili testek szama

jelentésen csokkent a sejtmagban, illetve a novény késon viragzott.

Abban az esetben viszont, ha kiiitotték az FLL2 gént, tehat nem irddott at rola fehérje, nem
tapasztaltak a fentebbi valtozasokat. Azt feltételezték, hogy ebben az esetben az FLL2 feladatat
egy masik FLX-LIKE fehérje vette at. Valosziniisithetdleg az FLL1 vagy az FLL3, mivel
ezeknek a szerkezete hasonlit a legjobban a FLL2 fehérjéjéhez (Fang et al. 2019).
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Celkitizés

A novényi cirkadian ora felépitésérdl és mikodésérdl egyre tobbet tud a tudoméany, de
bonyolult szerkezetébdl adodéoan még szdmos megvalaszolatlan kérdéssel allunk szembe. A
TOC1 orafehérjérdl ismert, hogy membran nélkiili testekben talalhaté meg a sejtmagban (Wang
et al. 2010). Am ezeknek a testeknek a kialakulasarol, illetve a TOC1 fehérjére és annak
funkcidjara gyakorolt hatdsukrél nem sokat tudunk. Az FLL2 fehérjérdl ismert, hogy mas
membran nélkiili testek kialakitasaban részt vesz (Fang et al., 2019), emellett ismert a TOC1

fehérjével valo kolcsonhatasa is (Braun et al. 2011).

Igy felmeriilt a kérdés, hogy vajon az FLL2 fehérjének lehet-e szerepe a TOC1 sejtmagi testek
kialakitasaban, és igy hatdssal van-e a cirkadian 6ra miikddésére is. Laborunk korédbbi ¢élesztd
két-hibrid kisérletei igazoltdk az FLL2 és a TOCI1 fehérjék kolcsonhatasat. Ez tamogatta a
hipotézist, mely szerint az FLL2 fehérjének lehet szerepe a TOC1 sejtmagi testek
kialakitasaban. Ugyanakkor az fll2 nullmutans ndévények vizsgalata azt mutatta, hogy a
cirkadian 6ra mitkodése nem valtozott meg. Mas kutatok, mas jellegeket vizsgalva is talalkoztak
hasonlo jelenséggel, és arra jutottak, hogy az FLL2 nullmutéicidja esetén valamelyik masik
FLX-LIKE fehérje veszi at a szerepét (Fang et al., 2019). Ezek alapjan feltételezziik, hogy az
FLL2 a TOC1 fehérjén (pontosabban a TOCI1 sejtmagi testek kialakitdsan) keresztiil hat az

oOrara, de a redundancia miatt pusztan az FLL2 eltavolitasa nem okoz cirkadian fenotipust.

Ezért szeretnénk megvizsgalni a tobbi FLX-LIKE fehérje hatasat is a TOCI1 fehérjére és a
cirkadian orara. Egyrészt éleszt két-hibrid rendszer segitségével szerettiik volna tesztelni a
tobbi FLX-LIKE fehérje kolcsonhatasat a TOC1 fehérjével. Valamint olyan mutans ndvényeket
hozunk létre keresztezéssel, ahol az FLX-LIKE fehérjék kiilonb6zé kombinacidkban vannak
kiiitve, és azt vizsgaljuk, hogy melyik kombinacio esetében jelenik meg olyan fenotipus, ami a
TOC1 fehérjemegvaltozott funkcidjara utal. A cirkadian fenotipus meghatarozas érdekében az
FLX-LIKE mutans novényeket olyan vonallal keresztezziik, ahol a CCAL gén (ami szintén egy
oragén) promoteréhez egy luciferazt kodold szakasz van csatolva, igy a gén kifejezddése €s az
6ra milkodése a lumineszcencia mérésével lathatova tehetd. A TOCL sejtmagi testek
mikroszkoppal torténé nyomon kovetéséhez egy TOCL-YFP fuzids fehérjét kifejezo transzgént
is bejuttatunk.
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Anyagok és modszerek

Preparativ PCR
A géneket egy Arabidopsis thaliana ¢cDNS konyvtarbol nyertiik ki preparativ PCR
segitségével. Ehhez 28,7 ul vizet, 10 ul 5x Phusion puffert, 6,3 ul 2 mM dNTP mixet, 2 ul 10

uM primer mixet, 2 pl templatot és 1 pl Phusion enzimet mértiink 6ssze 1-1 reakcioba.

PCR protokoll: 95 °C 2 perc, 40x(95 °C 1 perc, 55 °C 1 perc, 72 °C 0,5 perc), 72 °C 7 perc

Gélelektroforézis

A mintakat 1%-os agaroz gélen futtattuk meg, ehhez jellemzden 0,6 g agarozt és 60 ml
1x TBE puffert mértiink 6ssze (1 % (w/v) agar6z gél). Mikrohullamu siitében felmelegitettiik,
hogy az agar6z fel tudjon oldodni. Megvartuk, amig lehiil és 3 pl etidium-bromid festéket
adtunk hozza. Kiontottikk a futtatokadba, megvartuk, amig megszilardult a gél, felvittiik a
mintakat, majd 70 V-on futtattuk.

Gél extrakcio
A gélbdl kivagott mintakat a Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kit

segitségével tisztitottuk meg. 500 pl NTI pufferben melegitettiik az Eppendorf-cs6ben 1évd
gélkockat, amig fel nem olvadt. Ezutan atpipettaztuk a tisztitd oszlopra, és fél percig
centrifugaltuk (11 000 g mindegyik centrifugalasi 1€pésnél). A gytlijtécsdbe atfolyt folyadékot
kiontottiik. Az oszlopra 700 pl NT3 puffert mértiink, majd fél percig centrifugéltuk, és a
gyljtéesében megjelend folyadékot kiontottiik. Az NT3-as mosasi 1épést még egyszer
megismételtiik. Ezutan egy perces szaritasi centrifugélds kovetkezett. Miutan kivettiik, a
gytjtdcsovet egy Eppendorf csére cseréltiik, és erre raktuk ra az oszlopot. Az oszlopra 30 pl
steril desztillalt vizet mértlink, egy percig vartunk, majd egy percig centrifugaltuk. Az atfolyt

folyadékot visszapipettaztuk az oszlopra, és megint egy percig centrifugaltuk.

Izolalt fragment emésztés
Az izolalt fragmenteket a kovetkezoképpen emésztettilk ECORI és BamHI restrikcios

enzimekkel: 4 pl steril deszt. viz, 4 pl 10x BamHI puffer, 30 ul izolalt fragment, 1-1pl
restrikcios enzim. Ezt egy-egy Eppendorf-csébe mértiik 6ssze, majd a mintakat 1 o6rara 37 °C-

0S termosztatba helyeztiik.
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pSK plazmid emésztése
A plazmidot a kovetkezoképpen emésztettiik szintén ECORI és BamHI restrikcios

enzimekkel: 15 pl steril deszt. viz, 3 ul 10x BamHI puffer, 10 ul pSK plazmid, 1-1 ul restrikcios

enzim. Az 6sszemért emésztés 1 orara 37 °C-s termosztatba helyeztiik.

pSK plazmid agaréz gélen futtatasa és gélbol tisztitasa

Az emésztett pSK vektort a fentebb leirt modon 1%-os agar6z gélen megfuttattuk, majd
a Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR Clean-up kittel tisztitottuk a gélbdl az emésztett
vektort.
Ligalas

Az FLL1 és FLL3 fragmentumokat kiilon-kiilon egy-egy Eppendorf csében pSK
vektorral ligaltuk: 13 pl inszert, 2 pl pSK vektor, 2 pl ligaz puffer, 5SmM riboATP, 1 pl T4 ligaz

Osszetételli elegyben. Az 6sszemért ligalasokat 22 °C-on inkubaltuk 1-1.5 6ran at.

LB tapoldat, taptalaj készitése

1000 ml tapoldathoz: 10 g triptont, 5 g éleszté kivonatot és 10 g NaCl-ot mértiink Kki.
Ezeket 1000 ml desztillalt vizben feloldottuk, majd kuktaban sterileztiik ivegekben.

Taptalaj készitése esetén kuktazas elott még 1,5g agar/100ml hozzdmérése sziikséges.
A sterilezett LB oldathoz, miutan lehiilt, még a sziikséges antibiotikum torzsoldatbol adtunk
hozz4 steril fiilke alatt. A pSK plazmid és a pGADT?7 ¢élesztd vektor esetén ampicillines (100
ug/ml) taptalaj, a pGBKT7 esetén kanamicines (50 pg/ml) LB taptalaj sziikséges. Majd az agart

¢s antibiotikumot tartalmazo tapoldatokat steril fiilke alatt Petri-csészékbe ontottiik.

Transzformalas

A 20 pl végtérfogata ligalasokat egy-egy kompetens sejteket (100 ul) tartalmazéd
Eppendorf-csébe mértiik jégen, és harminc percet vartunk. Ezutan a csoveket 2 percig 42 °C-
0s termosztatba raktuk, majd visszaraktuk Oket a jégre. Hozzamértiink 1 ml LB tapoldatot és 1
oraig 37 °C-on inkubaltuk forgatassal. Ezutan 4000rpm-en centrifugaltuk a mintakat egy percig,
majd a feliiluszot leontdttiik, és a maradék folyadékban felszuszpendaltuk a sejteket. A pSK
plazmiddal transzformalt sejteket fogadd lemezekre 40 pl Xgal-t és 40 pl IPTG-t szélesztettiink
sterilfillke alatt. Ezutan a felszuszpendalt sejteket is szélesztettik ezekre a lemezekre. A

lemezeket 37 “C-on inkubaltuk masnap reggelig.
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Leoltas

Minden lemezr6l egyedi telepeket oltottunk le steril kémcsovekbe. Ehhez minden
kémcsdébe 5-5 ml LB tapoldatot mértiink, illetve 5-5 pl antibiotikum torzsoldatot. Sterilfiilke
alatt a lemezekrdl steril fogpiszkaloval egy-egy telepet megszirtunk, majd a fogpiszkalot a

kémcsdbe ejtettiik. A kémcesoveket forgdkerékbe rakva 37 °C-on inkubaltuk masnap reggelig.

Miniprep készités

A kémcsovekbdl egy-egy Eppendorf-csébe ontottiikk a baktérium szuszpenzidt, majd
maximum fordulatszamon 2 percig centrifugaltuk. A feliiliszot ledntottiik, és ujra megtoltottik
az Eppendorf-csoveket a kémcsovekben 1évé folyadékkal, centrifugaltuk, a feliiluszot
leontdttiik. Az Eppendorf-csovekbe 100 ul 1. oldatot mértiink, és ebben felszuszpendaltuk a
sejteket. Majd ehhez 200 ul 11. oldatot mértiink, és jégen 5 percig inkubaltuk a mintakat. Ezutan
150 pl 1. oldatot mértiink hozza, és jégen 15 percig inkubaltuk. 5 percig maximum fordulaton
centrifugaltuk a csoveket, ezutan 1Gj Eppendorf-csovekbe atpipettaztunk 400 pl tiszta
folyadékot, vigyazva, hogy a csé aljara leiilt tormeléket ne szivjuk fel. 500 ul 2-propanolt
mértiink a tiszta folyadékot tartalmazo Eppendorf-csévekbe, és szobahén 30 percig inkubaltuk.
Ezutan maximum fordulaton 5 percig centrifugaltuk, és a feliiliszot leontottiik. 500 pl 70%-0s
etanolt mértiink a mintakra és 5 percig rajta hagytuk, majd ledntottiik. Ezutan megvartuk, amig

teljesen megszaradnak a mintak, majd 40 pl steril desztillalt vizet mértiink ra.

|. oldat 1. oldat (frissen készitendd) 111. oldat
1% (w/v) gliikoz 1% SDS 3M Kalium-acetat (KOAC),
10 mM EDTA 0.2 M NaOH pH 5.2

50 mM Tris-HCI, pH 7.5

Teszt emésztés

Az FLL1-es mintadkat HindIII restrikcios enzimmel emésztettiik, igy egy 730 bp-os és
egy 3275 bp-os fragmentet vartunk. Az FLL3-as mintakat Pst1és Hindll restrikcios enzimekkel
hasitottuk: 550 bp-os és 3320 bp-os fragmenteket vartunk.

FLL1 emésztési elegy (20 ul): 13 pl steril desztillalt viz, 2 pl Hindlll puffer, 4 ul DNS, 0,5 ul
RNaz, 0,5 ul Hindlll

FLL3 emésztési elegy (20 ul): 12,5 ul steril desztillalt viz, 2 pl Hindlll puffer, 4 ul DNS, 0,5 pl
RNaz, 0,5 ul Hindlll, 0,5 pl Pstl

37 °C-on 1 6raig inkubaltuk, majd a fentebb leirt modon agardz gélen megfuttattuk.
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Miniprep DNS tisztitdsa szekvenalashoz
Az elkészitett miniprepeket RNaz kezeltiik, majd a Macherey-Nagel NucleoSpin Gel and PCR

Clean-up kit segitségével megtisztitottuk.

Osszemért elegy: 8 pl steril desztillalt viz, 5 pl Tango (Y) puffer, 36 ul DNS, 1 pl RN4z, majd
37 °C-on 1 6raig inkubaltuk.

Visszatranszformalas
Az FLL1 pSK, FLL3 pSK, valamint a pGADT?7 és pGBKT?7 éleszt6 vektort tartalmazé

miniprepekbdl 1-1 pl-t egy-egy kompetens sejteket tartalmaz6 Eppendorf-cs6be mértiink jégen,
¢s harminc percet vartunk. Ezutdn a csdveket 2 percig 42 “C-os termosztatba raktuk, majd
visszaraktuk Oket a jégre. Hozzamértiink 1 ml LB tapoldatot, és 1 6rdig 37 °C-on inkubaltuk
forgatassal. Sterilfiilke alatt 200 pl szélesztettiink LB+ampicillin lemezekre, illetve a pGBKT7
vektor esetén LB+kanamicin lemezekre. A lemezeket 37 “C-on inkubaltuk éjszakan at. Majd a
fentebb leirt modon 4-4 telepet leoltottunk minden lemezrél, 12-16 oraig inkubaltuk 6ket, majd
ugyanugy miniprepeket készitettiink (6sszesen 16-ot) bel6liik, és a 4-4 azonos tartalmuakat

9sszedntottik.

Emésztés éleszto vektorba illesztéshez

Mindegyik miniprepbdl kivett mintat kiilon-kiilon megemésztettitk ECORI és BamHI restrikcios

enzimekkel.

Osszemért elegy (mintanként 50 ul végtérfogat): 16 ul steril desztillalt viz, 5 ul 10x BamHI
puffer, 25 ul DNS, 1 ul RNaz, 1,5 ul BamHI enzim, 1,5 ul EcoRI enzim

37 °C-on 1 6raig inkubaltuk.

Az éleszto vektorokban késziilt klonok tesztemésztése
FLL1-et tartalmazo élesztd vektorokat Hindllll restrikcids enzimmel emésztettiik. Vart

fragmentek:
pGADT?7: vektorba ligalas esetén 1229 bp, 539 bp, 7187 bp
pGBKT?7 vektorba ligalas esetén: 1498 bp, 1280 bp, 574 bp, 4937 bp

FLL3-at tartalmazo élesztd vektorok esetén EcoRI és BamHI restrikcids enzimekkel

emésztettiink.

Vart fragmentek: 2985 bp és 852 bp
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+kontroll emésztés pSK plazmid ligatumokkal

Eleszté sejtekbe valo transzformalas, fehérje-fehérje kolesonhatiasok
meghatarozasa

A transzformalashoz el6bb kompetensé tettiik az éleszto sejteket steril koriilmények kozott. Ehhez
3-4 napig, 30 °C-on novesztett élesztd sejteket hasznéltunk, amelybdl aztan leoltottunk egy telepet
5 ml YPD-be (30 “C-on, 250 rpm). Majd a kultarat 50 ml 30 °C-0s YPD-be ontottiik at, 30 °C-on
razattuk 5-6 orat, majd steril Falcon cs6be atontottiik. 4000 rpm-n 5 percig centrifugaltuk, majd a
feliiluszot leontottiik. 40 ml steril desztillalt vizet ontéttiink ra, és atmostuk vele a sejteket. Ujabb
centrifugalds utan ledntottiik a feliiliszot. 40 ml 1xTE/LiAC oldatot mértiink a csdbe,
Osszeforgattuk a sejtekkel, majd centrifugalas utan eltavolitottuk a feliiliszot. Ezutan a sejteket 1,5

ml 1XTE/LiAC oldatban felvettiik, és 30 °C-os vizfiirdobe helyeztiik 15 percig, majd 15 pl SSDNS-

t (heringsperma) adtunk hozza, és vortexeltiik.

A fenti mddon elékészitett kompetens €lesztd sejtekbol 50 ul-t, a vizsgalni kivant DNS-b6l 7.5 ug
mennyiségeket 6sszemértiink, és vortexeltiik. A mintakat 30 percig 30 “C-os vizfiirdébe helyeztiik,
majd onnan 20 percig 42 °C-os vizfiirddbe tettilk at. Ezutan a mintakat 1 percig maximum
fordulaton centrifugaltuk, majd a feliiluszot alaposan eltavolitottuk. A sejteket 200 ul steril
desztillalt vizben felvettiik, és szelekcios lemezre szélesztettiik, és 3-5 napig ndvesztettiik oket. A
kindtt, vagyis mindkét plazmidot hordozo telepek koziil transzformalasonként 3-3 telep sejtjeit 50
pl steril vizben szuszpendaltuk, majd szelekcios lemezre cseppentettiik. A foltokat 30 °C-on
novesztettiik 1 napig, majd 20 pl 2.5 mM luciferin oldatot pipettaztunk a felsziniikre. A luciferaz
enzimreakcio altal létrehozott fényt egy Hamamatsu Orca II mélyhiitott CCD kameraval

detektaltuk, majd a Hokawo szoftver segitségével kvantitaltuk.

Magok sterilezése
A magokat sterilezés utan MS3 szilard taptalajokon csiraztattuk.

1000 ml tapoldathoz: 30 g szachardz, 4,3 g MS (Murashige and Skoog Basal Salt Mixture),
8 g agar és 1000 ml desztillalt viz sziikséges. A kimért szacharozt és MS-t feloldottuk a
desztillalt vizben, majd KOH segitségével beallitottuk a ph-t 5,6-6,0 kozotti értékre. Ezutan
hozz4adtuk az agart is az oldathoz, majd kuktdban f6zéssel sterileztiik a tapoldatot. Miutan

lehtilt, steril fiilke alatt lemezekre 6ntéttiik szét, és hagytuk megszilardulni.

A magokat Eppendorf csdvekbe helyeztiik, és steril fiilke alatt 1 ml 30%-0s Domestos oldatot
mértiink rajuk, és 8 percig rajtuk hagytuk. Egy rovid centrifugalast kovetden pipetta
segitségével eltavolitottuk a magokrdl a folyadékot, és 1 ml steril desztillalt vizet mértiink a
csovekbe. Egy 0jabb rovid centrifugélas utan pipettaval leszivtuk a vizet a magokrol, és (jabb

1 ml desztillalt vizet mértiink rajuk. Ezt 6sszesen 6tszor ismételtiik meg, az 6tddik centrifugalas
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utén, rajta hagytuk a magokon a vizet. Pipetta segitségével athelyeztiik a magokat a cs6bdl az
MS3 lemezekre, és celofannal kétszer korbe tekertiik a lemezek szélét. 3 napig hiitébe helyeztiik

ezeket, majd két hétig fénykamraban csiraztak a novények.

Keresztezés

Az anyanak szant viragok sziromleveleit és az éretlen porzokat csipesz segitségével
eltavolitjuk, sztercomikroszkép alatt rogzitve. Csipesszel érett porzokat vagy portokokat
vesziink ki az apanak szant viragokbol, és azokat a lecsupaszitott bibékhez érintjiik, hogy a
pollen rakeriiljon. Majd ellendrizziik, hogy megfelel6 mennyiségii pollen keriilt a bibére. Ezek
utdn a hajtast, amelyen a keresztezett virdg talalhatd, tdmasztékhoz kotjiik, és a szokvanyos
koriilmények kozott neveljiik tovabb. A sikeres keresztezést a bibe novekedésébdl, illetve majd

a term¢ érésébol lehet latni. Az F1 magokat az érett becébdl szedjiik ki.
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Eredmenyek

Az FLL1 és FLL3 éleszto vektorokba klénozasa
Az FLL1 és FLL3 géncket egy méret szelektalt Arabidopsis thaliana cDNS konyvtarbol

nyertiik ki preparativ PCR altal. A konyvtarhoz az RNS-eket 4 napos ndvényekbdl vontak ki.
PCR reakciohoz megfelelé primereket terveztiink, hogy csak az FLL1, illetve az FLL3
sokszorozodjon fel. A primerek végét ugy terveztiik, hogy azok lehetévé tegyék majd az
¢lesztés vektorokba valé klonozast. A PCR reakcid utan a mintakat gélelektroforézissel
elvalasztottuk, és kivagtuk. Ezutan a mintékat izolalo kit segitségével megtisztitottuk a gélbdl.
Az FLL1 ¢és az FLL3 gént is EcoRI és BamHI restrikcidos enzimekkel emésztettiik, és ujra
megtisztitottuk a DNS-t. A felszaporitott pPBLUESCRIPT SK vektort (pSK), amibe a két gént

(kiilon-kiilon) terveztiik klonozni, szintén emésztettiik ezzel a két enzimmel, és megtisztitottuk.

Az FLL1 és FLL3 géneket egy-egy pSK vektorba ligaltuk, majd a ligatumokat Escherichia coli
kompetens sejtekbe transzformaltuk. A kindtt telepeket kék-fehér szinszelekcid segitségével
kiilonitettiik el egymastol, és a fehér telepek koziil oltottunk le LB tapoldatba. A felszaporitott
sejtekb6l miniprepeket készitettiink. A ligalas sikerességének ellenérzése érdekében
tesztemésztést hajtottunk végre a mintakon, agardz gélen megfuttattuk, és kivalasztottuk a
megfeleld mintakat. Ezek utan szekvenalassal is ellendriztiik a kivalasztott klonokat. Hibat nem

detektaltunk egyik esetben sem.

A kivalasztott hibatlan klonokat visszatranszformdalds utdn felszaporitottuk, €s restrikcios
enzimekkel kivagtuk beldliik a géneket. Az FLL1 és FLL3 géneket éleszté vektorokba ligaltuk:
pGADT7 és pGBKT7 vektorokba mindkét génbdl egyet-egyet, tehat Osszesen négyféle

konstrukciot allitottunk el6.

A pGADT?7 vektorban talalhatdo egy ampicillin rezisztenciat kodold szakasz, ami E. coli
baktériumok esetén szelekcios lehetdséget biztosit. Ampicillin tartalma taptalajon, csak a
vektort tartalmazé baktériumok tudnak szaporodni. Elesztdbe valo bejuttatas utan a Leu2 rész
hasonlo feladatot 1at. A Leu2 az izopropil-malat dehidrogenaz enzimet kodolja, ami
elengedhetetlen a sejteknek ahhoz, hogy leucint tudjanak eldallitani. A pGBKT7 vektorban is
vannak olyan szakaszok, amelyek biztositjak, hogy csak a vektort tartalmaz6 telepek tudjanak
felndni. Escherichia coli esetén a kanamicin rezisztenciat kodolo részt lehet kihasznalni, mig
éleszté hasznalatakor a TRP1 szakaszt. Ez a triptofan eléallitdsdhoz sziikséges egyik enzimet

kodolja. (6. abra)
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pGADT7

pGBKT7
vektor

vektor

5. @abra A pGADT7 és a pGBKT?7 vektorok sematikus felépitése

A ligatumokat Escherichia coli sejtekbe transzformaltuk, majd a kinétt telepekbdl
leoltottunk, felndvesztettiik 6ket, és miniprepeket készitettiink beldliik. A ligalas sikerességét itt
is tesztemésztéssel ellendriztiik. Mind a négyféle kombinacioban volt korrekt klon (7. abra).
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7. abra Az FLL1 és FLL3 gének éleszto vektorokba valo ligalasa utan tesztemésztéssel ellendriztiik a ligalas
Sikerességét. A mintakat agaroz gélen futtattuk, és az eredményrdl felvételt készitettiink. A piros nyilak a
korrektklonokat jelzik.



19

Fehérje kolcsonhatasok vizsgalata
Elesztd két-hibrid rendszer segitségével szerettiik volna megvizsgalni az FLL1 és FLL3

fehérjék kolesonhatasat a TOCI orafehérjével. Valamint ismét igazolni szerettiik volna az FLL2
kolesonhatasat a TOC1 fehérjével. Ezt olyan élesztd torzs segitségével tettiik meg, amely egy
luciferaz kodold gént hordoz mint riporter gén. Igy luciferin hozzaadasa utan a fehérjék
kolcsonhatasat lumineszcens jelként lehet észlelni, amelynek intenzitasa ardnyos a kdlcsonhatas
erosségével. Ehhez az elballitott éleszté vektor konstrukcidkat, valamint kontrollként iires

vektorokat is kiilonb6z6 kombinaciokban kompetenssé tett élesztd sejtekbe transzformaltunk.

Nyolc féle kombinacidt vizsgaltunk:
e FLL1-pGBKT7 + TOC1-pGADT7
e FLL2-pGBKT7 + TOC1-pGADT7
e FLL3-pGBKT7 + TOC1-pGADT7
e pGBKT7 + TOC1-pGADT7
e FLL1-pGBKT7 + pGADT7
e FLL2-pGBKT7 + pGADT7
e FLL3-pGBKT7 + pGADT7
e pGBKT7 + pGADT7

A felnovesztett ¢élesztd sejtekbdl szuszpenziot készitettliink, és azokbdl 3x10 ul-t taptalajra
cseppentettiink, €s 2 napig novesztettilk. Majd luciferin hozzaadasa utdn nagy érzékenységii
digitalis kamera segitségével felvételt készitettiink a megvilagitott lemezekrél. Az egy Petri-
csészén 1évo harom ,.telep” ugyanabbol a szuszpenzidbol valo (8. abra). Ezutan sotét koriilmények
kozott, 10 perces expozicioval készitettiink felvételt az eredményrdl (9. abra). A kovetkezoket
tapasztaltuk: még egyszer megerdsitést nyert az az eredmény, hogy az FLL2 és a TOC1 kolcsonhat
egymassal; ehhez viszonyitva az FLL1 és a TOC1 kdlcsonhatasa, habar szignifikans eredménynek
mondhato, gyengébb. Ellenben az FLL3 ¢és a TOC1 fehérjét is kifejezd élesztd esetén a
lumineszcencia erdssége joval nagyobb volt az FLL2-TOCI mintdjaéhoz képest. A negativ
kontrollok, azaz az tires vektorokat tartalmazd ¢€lesztOk esetén elhanyagolhatd erdsségi jelet
tapasztaltunk. Egyediil az FLL3-ilires pGADT7 vektor kombinacid esetén volt jelentésebb eltérés

a tobbitdl, ami az FLL3 transzaktivald hatasara utalhat.
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8. dbra (balra) 4 vizsgalt éleszté
., telepek’” normal megvilagitasban.

9. abra (lent) Felvétel a vizsgalt fehérjéket
kifejezo, illetve tires vektorokat (v) tartalmazo
élesztokrol, kiilonbozo kombinaciokban.

FLLI1 \' FLL3

TOCl TOClI TOCI

FLL3 FLLI

A
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10. abra A 9. abran lathato felvételen érzékelheto lumineszcencia szamszertisitése, és grafikonon
valo dbrazolasa. Barna szinnel az tires vektort tartalmazo mintak (kontroll), zolddel a ket fehérjét
kifejezé mintdk lettek dabrazolva. Itt is jol lathato, hogy az FLL3-TOCI kélcsonhatas esetén
mennyivel nagyobb volt a lumineszcencia, tehat a kélcsonhatas erdossége.

BD — pGBKT7 vektor, AD — pGADT?7 vektor

Keresztezett nullmutans novények létrehozasa
A mutans novények keresztezéséhez a magokat sterileztiik, €s taptalajon neveltiik két

hétig. A mutans magok mellett CCAL:LUC gént tartalmazo vad tipust novényeket is
csiraztattunk. Ezekben a novényekben a CCAL gén — ami a cirkadian ora egy fontos eleme -
promoteréhez egy luciferaz enzimet kodold részt fuzionaltak. Ezaltal az 6ra mitkddése a
lumineszcencia intenzitas ritmikus valtozasainak mérésével nyomon kovetheté. A mutans
novényeket ezekkela CCAL:LUC riportergént kifejez6 vad tipust ndvényekkel keresztezziik.
Két hét utan akicsirazott novényeket (4-6 leveles allapot) foldbe kiiiltettiik. A kindtt mutans

novények nem mutatnak lathatdo morfologiai fenotipust (11. abra).
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Vad tipus
(CEA1:LUC
riportergénnel)

fll1-1 fll1-2
nullmutans nullmutans

11. dbra Mutdns novényekrdl késziilt kép 4-6 leveles dllapotban. Nem mutatnak ldathato fenotipust.
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Diszkusszi6

A kisérlet kezdeti 1épéseit sikeriilt probléma mentesen véghez vinniink. Mind az FLL1,
mind az FLL3 gént eredményesen pGADT7 és pGBKT7 éleszté vektorokba klonoztuk, igy
azokat kovetkezd 1épésként éleszté sejtekbe transzformaltuk, és megvizsgaltuk a TOCI

fehérjével vald kolcsonhatasukat.

Az eredmények alapjan elmondhat6, hogy mind a harom vizsgalt fehérje (FLL1, FLL2, FLL3)
kolcsonhat a TOC1 fehérjével, de kiillonbozd erdsségli a kolesonhatds. Az FLL1-TOC1
kolcsonhatas bizonyult a leggyengébbnek, mig az FLL3-TOC1 vizsgélatakor a masik kettd
fehérjéhez képest joval erésebb kolesonhatas volt tapasztalhaté. Igy valosziniisithetd, hogy a
harom vizsgalt FLX-LIKE fehérje koziil az FLL3-nak van a legnagyobb szerepe a TOC1

orafehérjére vald hatasban, ami feltételezhetdleg a sejtmagi testek kialakitasa.

A fehérje kdlcsonhatasokra kapott pozitiv eredmények alapjan érdemes lehet tovabb vizsgalni
az FLX-LIKE fehérjék és a TOCI1 orafehérjére kapcsolatat, és ennek a cirkadian orara vald

hatasat.

A cirkadian jelz6gén (CCA1:LUC) nullmutans fll névényekbe juttatasa idéigényes feladat, de
a keresztezés mar folyamatban van. A I1étrehozott vonalak egyszerli, automatizalt
lumineszcencia-mérése majd egyértelmti valaszt ad arra, hogy az FLL fehérjék szerepet

jatszanak-e az Ora szabalyozasaban.

Arra vonatkozolag, hogy a sejtmagi testek formalodasa feltétele lenne a TOCL fehérje
megfeleld mikodésének, nincs semmilyen informacié a szakirodalomban. A jévoben

remélhetdleg erre a kérdésre is tudunk majd vélaszolni.

Bizonyos sejtmagi testekr6l ismert, hogy kialakulasuk elengedhetetlen feltétele egyes
folyamatok normalis miikodésének. Laborunk a fitokrom B fotoreceptor miikodését is
vizsgalja. Ez a fehérje voros fény elnyelésének a hatasara a sejtmagba vandorol, ahol szamos
transzkripcios faktorral hat koleson, ezzel szabalyozva tobb ezer gén miikodését. Olyan mutans
novények esetén, ahol a sejtmagi testek nem tudnak kialakulni, a fitokrom B génszabalyozé
funkcidja is erdsen sériilt. Tehat ebben az esetben a sejtmagi testek kialakulasa feltétele a

fitokrom B megfelelé mikodésének (Chen et al., 2003).
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