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Roviditések jegyzéke

Roviditések jegyzéke
PHYA-E PHYTOCHROME A - E, nvényi gének

P. A fitokromok tavoli voros fényt elnyeld, aktiv formaja

P A fitokromok voros fényt elnyeld, inaktiv formaja

P.. Osszes fitokrom mennyiség

GAF cGMP specifikus foszfodiészteraz, adenilat ciklazok, FhlA, fehérjedomén

COP1 CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1, n6vényi gén
CRY1-2 CRYPTOCHROME 1 - 2, n6vényi gének
CUL1,4  CULLIN 1 és 4, E3 ubikvitin ligazok

DET DEETIOLATED, n6vényi gén

DDB1 DNA DAMAGE-BINDING PROTEIN 1, névényi gén
HY5 ELONGATED HYPOCOTYL 5, n6vényi gén

FHY1 FAR RED ELONGADTED HYPOCOTYL 1, n6vényi gén
FHL FHY1 LIKE, n6vényi gén

PCB Fikocianobilin, bakterialis kromofor

POB Fitokromobilin, névényi kromofér

PHY Fitokrémokra jellemz6 domén

FMN Flavin Mono-Nukleotid

FAD Flavin-Adenin Dinukleotid

FUS FUSCA, n6vényi gén

HIR High Irradiance Response - Magas fénydozissal beindithaté PHY valaszok
HYH HY5 HOMOLOG, névényi gén

LAF1 LONG AFTER FAR-RED 1, n6vényi gén
HFR1 LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED1, n6vényi gén

LFR Low Fluence Response - Alacsony fénydozissal beindithaté PHY valaszok
NTE N-terminalis extenzio

NLS Nuclear Localization Signal, szignalpeptid

NES Nuclear Exclusion Signal, szignalpeptid

PRD PAS releated domain, 2 PAS régiét tartalmazé PHY régio

PAS PER-ARNT-SIM, PHY régio

PHOT1 - 2 PHOTOTROPIN1 - 2, n6vényi gének

PIF PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR, n6évényi gén

PKS1 PHYTOCHROME KINASE SUBSTRATE 1, novényi gén
PRR9 PSEUDO RESPONSE REGULATOR 9, n6vényi gén
SRD septin releated domain

SPA1-4 SUPPRESSOR OF phyA-105 1 - 4, ndvényi gének
UVR8 UV-B RESISTANCE LOCUS 8, névényi gén

VLFR Very Low Fluence Response - Nagyon alacsony fénydoézissal beindithaté PHY
valaszok
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Bevezetés

A novények életét alapjaiban meghatarozé két koriilmény, hogy i) helyhez kotott
(szesszilis) él61ények és ii) a napfény energiajat hasznositjak életfolyamataik fenntartasara
(fotoautotréfok). Tulélésiik zaloga a valtozd kornyezethez valé mind tokéletesebb
alkalmazkodas. Evoltciéjuk soran a kérnyezeti hatasokat érzékel6 receptorokrol kiinduld
jelatviteli lancok Osszekapcsolt, integrald halozata alakult ki, mely biztositja a novényi
homeosztazist olyan szélsGséges kornyezeti viszonyok kozott is, amit az allatok
helyvaltoztatasuk révén elkeriilnek.

A novények szamara a fény nem csak energiatartalma miatt fontos, kiemelt szerepét
erdsiti, hogy a valtozé kornyezetrdl informaciot is hordoz. Ennek az informacionak a
kiaknazhatosagat a fényérzékelésert felel6s fotoreceptorok teszik lehetdvé. Segitségiikkel
érzékelik a fény meglétét, vagy hianyat, irdnyat, periodikus valtozasat, a spektrum bizonyos
régioinak (szineinek) reprezentaltsagat és azok intenzitdsanak egymashoz valé viszonyat. A
fotoreceptorokrol kiindulé jelatvitel bekapcsolja elébb a génkifejez6dés, majd az
életfolyamatok és a novényi fejlédés szintjein bekovetkez6 valtozasokat, melyek biztositjak
a novény alkalmazkodasat. A fotoreceptorok altal befolyasolt fiziol6giai valtozasok az alabbi
novényélettani folyamatokra hatnak (Sullivan & Deng 2003):

e (Csirazas;

* Csiranovények fényfliggd fejlédése;

. Arnyékelkeriilés;

* Fototropizmus;

» Szintestek mozgasa, gazcserenyilas nyitasanak szabalyozasa;
* A nappalok hosszanak érzékelése és a

e Viragzas.

A novényi fejlodés fényfiiggd jelenségeivel a fotobiologia foglalkozik. A novényi
molekularis biol6gia modellorganizmusa a ludf{, latin nevén Arabidopsis thaliana. Fejlédési
programja két alapvet6 szakaszra kiiloniil:

* acsirazastol a fold felszinének eléréséig tart6é szkotomorfogenezis, amikor a
csiranovény sotétben fejlodik,
* az ezt kovetd kozvetlen napfényben torténd fotomorfogenezis.
A ludfli fejlédése a magnyugalom megtorésével kezdddik. Ennek az Osszetett

folyamatnak a sordn a mag el6szor vizet vesz fel a nedvesebbé valé kérnyezetbdl, -



Bevezetés 3

megduzzad - majd hideg kezelés és az ezt kovet6 fényindukcié hatdsara beindul a csirazas.
Ezzel kezdetét veszi az etiolalt csirandvény fejlédése: a szkotomorfogenezis. Ennek
folyaman a hipokotil megnytlasa a felszin irdnydba emeli a szikleveleket, amik Kicsik,
zartak és visszahajlanak, hogy megoévjak az altaluk kozrezart merisztémat a fold okozta
sérilésektdl. A csiranovény sejtjeiben érett klorofillt nem tartalmazé szintestek,
etioplasztok talalhatéak. A felszin és a napfény elérése beinditja a fotomorfogenezisnek
nevezett programot, aminek folyaman a hipokotil megnyulasa lelassul, a sziklevelek
kinyilnak és novekedni kezdenek. Az etioplasztok érett kloroplasztiszokka fejlédnek — a
noveny z06ldil — és valddi levelek fejlddése indul be. Végiil a novény életének végén beindul
a reproduktiv program, a névény viragzik, majd magot hoz.

A novények legfontosabb fotoreceptorai a fitokromok, melyek az osszes, el6zbleg
emlitett folyamat irdnyitdsaban kulcsszerepet jatszanak. Sokaig ugy gondoltdk, hogy a
fitokromok jelatviteli hdalozata egy sok elembdl all6 kaszkadrendszer, mely modell
egyszerlien magyarazhatta volna azt a sokféle és szertedgazé hatast, melyek nagy részben a
fitokromok iranyitasa alatt allnak. Azonban az intenziv kutatas ellenére sem akadtak
nyomara egy sok tagbol allé jelatviteli kaszkad-rendszernek. Felvetddott a lehetség, hogy a
fitokrom molekula tobb jelatviteli ut kiindulépontja (Yanovsky és mtsai. 1997; Cerdan és
mtsai. 2000). Ezt a hipotézist tamogatta a fitokromok viszonylag nagy méltomege is
(~120 kDa). A feltevés igazolasahoz csonka fitokrom molekulakat fejeztek ki ludfiiben. Az
eredmények azt mutattak, hogy a fényérzékelés és a jelatvitel az N-terminalis doménjén (a
molekula elsé nagyjabol 70 kDa mol tomeg(i része) torténik, mig a C-termindlis domén (a
szerepet (Matsushita és mtsai. 2003). Ezzel kezdetét vette a fitokrém kutatas egy uj
korszaka, melynek soran mind jobban megismerték a fitokroémok doménjeinek és régidéinak
a fényérzékelésben és a jelatvitelben jatszott szerepét és egyre tobb, a fitokromok mas-mas
jelenlegi modellje. Mai ismereteink szerint a fitokromok a szkotomorfogenezis és a
fotomorfogenezis programjait megvalésitdé két, transzkripciés faktorokbdl felépiild
kaszkadrendszer kozott helyezkednek el. Fényaktivacidjuk révén a szkotomorfogenezis
rendszerét ,le-”, mig a fotomorfogenezis rendszerét ,bekapcsoljak”. Ludfiiben a fitokrémok
egy Ot tagbdl allé géncsaladot alkotnak, melyeket A-tél E-ig betiikkel kiillonboztetiink meg
(PHYTOCHROME A - E, roviden PHYA - E). Sotétben fejl6dé novényekben a PHYA, mig

fényben fejl6ddé novényekben a PHYB a legnagyobb mennyiségben el6fordul6 fitokrom
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(Sharrock & Clack 2002), tovabba a voros és tavoli voros fény érzékelésében is e két
fitokrém jatssza a fGszerepet.

A dolgozatomban bemutatasra keriil6 eredmények két nagy fejezetre oszthatéak. Az els6
részben a phyA-5 mutans allél jellemzésével kapcsolatos kisérletes munkat mutatom be. A
phyA-5 allél véletlenszer(i mutagenezissel el6allitott PHYA génvaltozat. Ennek az uj tipusu
PHYA mutansnak a fizioldgiai és molekularis jellemzésével bizonyitottuk a PHYA NTE
régidjanak szerepét a PHYA sejtmagi importjaban, mely a PHYA receptorrél kiinduld
jelatvitel egyik korai, esszencialis 1épése.
aktiv PHYB molekulak inaktivaci6jaban. A PHYB fehérje a 86. poziciéban szerin aminosavat
hordoz, mely bizonyos koriilmények kozott foszforilalt allapotban van. Munkdnk soran
célzott mutagenezissel a 86. szerin oldallancot alaninra (PHYB*'®%4%), vagy aszparaginsavra
(PHYB®*®4?) cseréltiik. E16bbi fehérje a PHYB Ser86 oldallanc defoszforilalt, mig utébbi a
Ser86 foszforilalt dllapotat imitalja. A kiillonb6z6 valtozatokat kifejez6 novények fiziologiai
jellemzése sordn bebizonyosodott, hogy a PHYB™®*2 fehérjét Kkifejez6 novények
megnovekedett, mig a PHYB*™®*" fehérét kifejez6 novények csokkent voros
fényérzékenységgel rendelkeznek a vad tipust PHYB-t kifejez6 novényekhez képest. A
molekularis vizsgalatok megmutattdk, hogy a jelenség hatterében a kiilonb6z6 PHYB
variansok megvaltozott inaktivacidos sebessége all. Az inaktivacio sebessége jelentdsen
felgyorsul, ha a Ser86 oldallanc foszforilalt, mig szamottevéen lassul, ha a Ser86 oldallanc
defoszforilalt allapotban van.
el. Bar sok irodalmi adat all rendelkezésre e régionak a fényérzékelésben betdltott
szerepével kapcsolatban, sok kérdés még tisztadzatlan. A dolgozatomban bemutatott
kisérletes munka hozzajarult az NTE régio szerepének megértéséhez mind a PHYA, mind a
PHYB jelatvitelében. Kisérleteink bizonyitjak, hogy e régié kiemelkedd szereppel bir a voros
és tavoli voros fény érzékelésében, annak ellenére, hogy a PHYA és a PHYB kozvetitette
jelatvitel miikodése és e két rendszer szerepe a novény fejlédési folyamatainak

iranyitasaban drasztikusan eltérd.
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1 — SZAKIRODALMI ATTEKINTES

1.1 — Novényi fotoreceptorok

Jelenlegi ismereteink szerint a novényi fotoreceptorok a foldfelszint eléré napsugarzas
harom hulldmhossz-tartomanyat képesek érzékelni:
1. UV-B
2. UV-Aéskék

3. VoOros és tavoli voros

1.2 — UV-B érzékelés

A spektrum UV-B (280-320 nm) tartomdanya erds stresszfaktor. A fényfliggd életmdd
kovetkeztében a novények ennek a sugarzasnak szinte allandéan ki vannak téve. Az UV-B
sugarzast a nukleinsavak és fehérjék aromas gytrii nagy hatékonysaggal nyelik el, magas
energiatartalma miatt pedig jelent6s karokat okoz reaktiv gyokok képzdédésén keresztiil.
Ezért kiilonosen fontos az UV-B sugarzas elleni védekezés, ami féképp fotoprotektiv
pigmentek felhalmozddasan keresztiil valésul meg (Favory és mtsai. 2009). A védekezésben
szerepet jatszo folyamatok mar a stressz kivaltasdhoz elégtelen UV-B doézis hatdsara
aktivalédnak. Az UV-B sugarzast a kromatin remodelling faktorokkal homolégiat mutaté
UVR8 (UV-B RESISTANCE LOCUS 8) UV-B specifikus fotoreceptor érzékeli és a rola kiindulo
jelatvitelnek koszonhet6en a novények fényfliggd fejlédését jelentésen befolyasolja (Rizzini
és mtsai. 2011). Az UVR8 receptor altal felfogott és tovabbitott jel bizonyos gének
kifejez6dését befolyasolja, kivaltva ezzel olyan specifikus valaszokat, mint a csiranévények
hipokotil-megnyulasanak gatlasa és bizonyos fotoprotektiv a pigmentek (pl. antocianin)

felhalmozddasa (Favory és mtsai. 2009).

1.3 — UV-A és kék fény érzékelése

Az UV-A (320-400 nm) és a kék kény érzékeléséért felelGs egyik receptor csalad tagjai a
kriptokromok (CRYPTOCHROME 1, 2). Evoluciésan a fotoliazokkal mutatnak rokonsagot,
amik kulcsfontossagu szerepet toltenek be az UV-C és UV-B sugarzas hatasara létrejovo
DNS karosodas, — pirimidin dimerek — eltavolitasaban és javitasaban, amihez a sziikséges
energiat a kék fénybdl nyerik. A kriptokromok N-termindlis régi6jahoz nem-kovalensen

kotédik egy-egy FAD (Flavin-Adenin Dinukleotid) és Dezaflavin/Pterin kromofér. A
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C-terminalis régi6 tovabbitja az érzékelt fényjelet a COP1 (CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENIC 1) molekulaval val6 kolcsonhatas révén, mely utébbi a fényérzékelés
egyik kozponti integratora. A Kkriptokromok fontos szerepet jatszanak a hipokotil
megnyulas, a gazcserenyildsok nyilasanak szabalyozasa, a fototropizmus, a viragzasi id6
szabalyozasa és a cirkadian o6ra bedllitasanak folyamataiban (Ahmad & Cashmore 1993; Lin
& Shalitin 2003; Liscum és mtsai. 2003).

A mutans cryl/cry2 novények kék fény fliggd fizioldgidjanak vizsgalata vezetett egy
masik receptorcsalad, a fototropinok felfedezéséhez. A fototropinok szintén kék fény
receptorok, Arabidopsis-ban ez a fotoreceptor csalad két, egymassal nagyfoki homologiat
mutato taggal rendelkezik (PHOT1 és PHOT2Z — PHOTOTROPIN 1 és 2). N-terminalisukon két
LOV (Light Oxygen Voltage) domén kot receptoronként 2-2 FMN (Flavin Mono-Nukleotid)
kromofort, mig C-terminalisuk szerin/threonin kinaz aktivitdst mutat. Szerepiik, ahogy
neviik is mutatja a hajtas fény, mig a gyokércsucs fénnyel ellentétes iranyba forditdsdban
van (pozitiv és negativ fototropizmus). Szabdalyozzdk tovabba a kloroplasztiszok sejten

beliili, fényintenzitastol fliggd elrendezédésé is (Liscum és mtsai. 2003).
1.4 — A voros és tavoli voros fény érzékelése

1.4.1 — A fitokrom kutatas kezdete

A novények életében a voros fény kiemelten fontos szerepe annak készonhetd, hogy a
fotoszintetikus apparatus a kék mellett a vords fényt tudja legnagyobb hatékonysaggal
hasznositani (Balegh & Biddulph 1970). A névények a voros (660 nm) fény mennyiségének
mérésével informaciét nyernek a szadmukra elérhet6 energiamennyiségrél és ennek
fliggvényében optimalizaljak életfolyamataikat és fejlédési programjukat. Amikor a napfény
athalad egy levélen, a kék és voros részét a fotoszintetikus apparatus elnyeli. A z6ld fény
hasznosul legkevésbé, ez nagy részben visszaverddik, mig a tavoli vordés (730 nm) fény nagy
része athatol a levél szovetein (Knapp & Carter 1998). A spektrum vords és tavoli voros
részének és egymashoz viszonyitott ardnydnak mérésével a névény fontos informaciét nyer
a kornyezetében él6 versenytarsairol. E folyamatok mogott a fitokrom fotoreceptorok
allnak. Jelentdségiiket mutatja, hogy minden fényben fejl6dé névényben megtalalhatoak, a
mohaktol egészen a kétszikliekig (Mathews & Sharrock 1997).

A fitokromok altal szabalyozott élettani folyamatok hulldamhossz-fiiggé volta mar az

1950-es években ismertté valt. Salata magvak csirdzasat a vords fény (600-700 nm)
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serkentette, mig tavoli voros fény (700-750 nm) gatolta (Borthwick és mtsai. 1952). Ha
egymas utan felvaltva tobb voros és tavoli voros impulzusnak tették ki a magokat, mindig az
utols6 kezelés hatdsa érvényesiilt. Vagyis a fitokrémok fényfiiggé moddon ki-be
,kapcsolhatéak” és a hatasuk megfordithatd. Az akciéspektrum meghatarozasaval deriilt
fény két fontos hullamhosszra:

* a 660 nm leghatékonyabban serkentette, mig

* a 730 nm hulldmhosszu fény leghatékonyabban gatolta a csirdzast (Borthwick és

mtsai. 1952).

Csak joval kés6bb — amikor a molekularis biologia fejlodése lehetvé tette — dertilt ki,
hogy ez két hullamhossz a fitokrdmok két konformerének abszorpcidos maximumai. A
fitokromok kb. 120 kDa moéltomegli molekuldk. Apoproteinjik a citoplazmaban
szintetizalédik. A linedris tetrapirrol kromofér, — a fikocianobilin, vagy réviden P®B —
autokatalitikus kot6désével létrejon az érett fitokrom holoprotein (Li & Lagarias 1992).
Klasszikus osztalyozasuk a stabilitasuk alapjan tortént. Az I-es tipusu fitokromok sététben
nétt novényekben magas szinten akkumulalédnak, majd fehér fényben gyors degradacion
mennek keresztil, mig a Il-es tipusu fitokromok fényben stabilak. A gének késdbbi
izolalasaval valt ismertté, hogy Arabidopsis thaliana-ban a fitokrémok egy kis, ottagu
géncsaladot alkotnak, melynek tagjait PHYTOCHROME A, B, C, D, E-nek hivjuk (réviden
PHYA - PHYE) (Sharrock & Quail 1989). S6tétben nétt névényben a PHYA fehérje szintje a
legmagasabb, mely fény hatasara gyorsan elbomlik (I-es tipusu) és a fényben stabil PHYB -
PHYE fehérjék valnak a dominans voros receptorokka (II-es tipustiak) (Sharrock & Clack
2002).

A fitokromok a novények életében betoltott esszencialis szerepére vilagit ra az a
tanulmany, amelyben fitokrémot nem tartalmazé Arabidopsis thaliana fejlédését vizsgaltak.
A mind az o6t fitokrom génjére nézve mutans novények (phyA/phyB/phyC/phyD/phyE)
esetében a magnyugalom csak mesterségesen adagolt gibberelinsavval térhet6 meg
(Yamaguchi és mtsai. 1998), enélkiil fejlédésiik elakadt még a csirazas el6tt. Amennyiben
gibberelisav segitségével kicsiraznak, voros fényben is sotétben nétt névények modjara
fejlédnek, vagyis a szkotomorfogenezis fejlédési programja aktiv. Ebben az allapotban meg
is rekedtek, hacsak kék fénnyel be nem inditottak fejlédésiik kovetkez6 szakaszat, —a
fotomorfogenezist — a Kkriptokrémok aktivaciéjan keresztiil. Fehér fényben az 6tszoros
fitokr6m mutans nem reagdl a kiilonb6z6é voros/tavoli voros ardnyokra, ami bizonyitja,

hogy valéban a fitokrdmoké az egyetlen fotoreceptor csalad, ami a voros és tavoli voros fény
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aranyat ,mérni” tudja (Strasser és mtsai. 2010). Ezeken a megallapitasokon tul ez a munka
azt is bizonyitotta, hogy a n6vényi fejl6dés elemi modon fiigg a fény hordozta informaciétol,
mig az altala hordozott energia csak masodlagos szereppel bir a fejlédési program
szabalyozasaban (Strasser és mtsai. 2010). Egyetlen masik fotoreceptor csalad kiiitése sem
okoz hasonldéan komoly zavarokat az Arabidopsis egyedfejlédésben és ez bizonyitja a
fitokromok kulcsszerepét a fotomorfogenezis szabalyozasaban, mely a n6vény egész életét
és tulélését is meghatarozza a fényviszonyokhoz valé alkalmazkodason keresztiil (Strasser

és mtsai. 2010).

1.4.2 — A fitokromok molekularis szerkezete

A fitokromok egy N-terminalis (kb. 70 kDa) és egy C-termindlis (kb. 55 kDa) doménre
tagolhatoak, melyeket a proteolitikusan sériilékeny csuklé régio kot ossze (1.abra). Az
N-terminalis domén tovabbi al-doménekre oszthatd. Az elsé régioé egy szerinben gazdag
ugynevezett N-terminadlis extenzié (NTE), mely csak névényi fitokromokban fordul elé. Ez a
régio a kiulonbozo fitokromok kérében nagyfoku valtozatossagot mutat. Egyre tobb kisérleti
eredmény utal azonban ennek a régionak a jelatvitel szabalyozasaban betoltott jelentds
szerepére. Az N-terminalis régiéban taldlhatéak a PAS (PER-ARNT-SIM), GAF (cGMP
specifikus foszfodiészteraz) és PHY (fitokrom specifikus) régidk, melyek minden
fitokromban (noévényi és bakterialis) megtalalhato és ezek alkotjak a fotoszenzoros magot.
A fotoszenzoros mag billin lidaz aktivitassal rendelkezik, melynek koszonhet6en
autokatalitikus reakciéban a kromofér a GAF aldomén egy evoltcidésan konzervalt helyzet(
cisztein oldallanchoz koti tioészter kotéssel (Lagarias & Lagarias 1989). A molekula ezen
része jatszik szerepet a fényjel felfogdsaban és a kromofér fény hullamhosszatél fiiggd
konformécidévaltozasa kihatassal van a fitokrom fehérje harmadlagos szerkezetére. Az
egyetlen ismert fitokrom mutans, mely a fényviszonyoktol fliggetlentil allandé aktivitast
mutat, ebben a régidéban hordoz Tyr276His aminosav cserét (Su & Lagarias 2007).

A C-terminalis domén PRD (PAS releated domain) és HKRD (hisztidin kinazokkal rokon
domén) régidéi a bakterialis hisztidin kindzokkal mutatnak alacsony szintli homolégiat. A
PRD régi6o két PAS domént tartalmaz, ami a fitokromok dimerizaciojaban, fényfliggd
interdomén kolcsonhatasok kialakitdsaban és felteheten mas fehérjékkel vald
kolcsonhatasban jatszik szerepet. A dimerizacié a fitokromok miikodéhez esszencialis
(Matsushita és mtsai. 2003). A C-terminalis domén bizonyos aminosav-cserével jard

pontmutacidi a fitokrom valasz teljes hianyaval jarnak mind a PHYA, mind a PHYB esetében
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(Xu és mtsai. 1995; Yanovsky és mtsai. 2002). Ez mutatja ennek a doménnek a fitokrom
jelatvitelben betoltott fontos szerepét. Ha azonban az N-terminalis domént képessé tessziik
a dimerizacidra, a mesterséges fuzios fehérjét kifejez6 novények a vad tipusu fehérjét
kifejez6knél sokkal nagyobb fényérzékenységet mutatnak (Matsushita és mtsai. 2003).

Ezeket az informaciokat egybevéve valdszinlinek tiinik, hogy a dimerképzés mellett a

Y&V

jatszik.
—  N-terminalis —fC}——  C-terminalis —
PHYA

C357

PHYB GaFlliFHY
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1. abra — A PHYA és PHYB molekulak szerkezete.

NTE - N-termindlis extenzié; GAF - cGMP specifikus foszfodiészterazok, adenilat
ciklazok, FhlA; PHY - fitokrémokra jellemzd régio; PRD - két PAS motivumot tartalmazo
régio; PAS - PER-ARNT-SIM; HKRD - hisztidin kinazokkal rokon domén; C - csukl6 régid

1.4.3 — A fitokromok miikodésének alapja: a fotokonverzié

Mar az 1960-as években Kkiderilt, hogy a fitokromok két, spektroszkdpiai
tulajdonsagaiban és biologiai aktivitasaban eltérd formaban léteznek. A s6tétben képz6dott
fitokrom ugynevezett P, formaban van, abszorpciés maximuma voros tartomanyba esik
(Amax=660 nm) és bioldgiailag inaktiv (2. A abra). Voros fény hatasara a fitokromobilin
kromofér izomerizacién megy keresztiil, ami egy régebbi tanulmany szerint a kromofér C
és D gylrije kozotti C15 kettds kotés ,Z” - ,E” atmenetével torténik (2. C abra) (Andel és
mtsai. 1996). Egy Gjabb tanulmdny magneses rezonancia vizsgalatai alapjan azonban az
izomerizaci6 a C4-C5 gylirGk kozotti kettds kotést érinti (Ulijasz és mtsai. 2010). A
kromofér izomerizaciéja megvaltoztatja a kromofér-apoprotein és protein interdomén
kolcsonhatasokat, melynek eredményeképpen jelent6s valtozasok mennek végbe a
fitokrom harmadlagos szerkezetében. Az igy létrejové konformert P formdnak hivjuk,
abszorpciés maximuma tavoli voros tartomanyban van (Am.=730 nm) és bioldgiailag ez az
aktiv forma (Li & Lagarias 1992). A Px forma tavoli voros hullimhossz tartomanyba es6

fotont elnyelve visszaalakul P, formdaba, vagyis a P. =P atalakulas egyensulyi reakci6. Mivel
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a két forma spektrumai atfednek, nincs olyan fénykezelés, amivel csak egyik, vagy masik
format tudnank létrehozni. A P, =Py atalakulas folyamatos, amig a besugarzas tart és a fény
hulldmhossz-0sszetételétdl fliggben egy egyensulyi allapot alakul ki (2. B 4bra) (Schafer &
Bowler 2002). Bar a fitokrom-szabalyozta bioldgiai folyamatok egy részét tavoli voros fény
gatolja (pl.: csirdzas) fontos megjegyezni, hogy tavoli vords fényben is létrejon aktiv Pg
fitokrom, de ez az Osszes fitokromnak legfeljebb 2-3%-a. Ezzel szemben intenziv voros
fényben (660 nm) a fitokromok kb. 85%-a aktiv Ps konformaciéban van (Casal és mtsai.
1998). A két forma részben atfedd abszorbcids spektrumai miatt ez az elérhetd legnagyobb
Ps / Pwoe arany. Az, hogy egy fitokrom szabalyozta folyamat gatolt vagy aktivalt, az adott
folyamat Py kiiszobétdl fiigg. (Lasd b6vebben: 1.4.9).

Mivel ez a munka a fitokromok NTE doménjének a jelatvitelben betoltott szerepével

foglalkozik, fontos megemlékezniink az NTE domén P, —Ps atmenetet kovetd konformacids
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2. abra — A fitokrémok hullamhossz-fiiggé viselkedése.

A) A fitokrémok két konformerének, — P, és Psx — abszorpcids spektrumai (Kami és
mtsai. 2010). B) A kiilonb6z6 hullamhossztisagu fénykezelés hatasara kialakul6 Pg - Py
egyensuly (Hanke és mtsai. 1969) C) A P.-Px egyensily sémaja és a fitokromobilin
kromofor izomerizacidja. A voros ovalis az N-terminalis, a kék ovalis a C-terminalis
domént reprezentdlja. A fitokromok fényfiiggé konformaciévaltozasat voros fény
(660nm) erdésen Pg képzbdés, tavoli voros fény erdsen P, képzbédés iranyaba tolja. A
panel szélén a fitokromobilin kromofér konformaciéja lathaté P. (bal oldal) és Ps
allapotban (jobb oldal) (Andel és mtsai. 1996).
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valtozasair6l. Az NTE domén csak novényi fitokromokban fordul eld, moltomege kb. 6 kDa.
P, dllapotban random helikalis masodlagos szerkezetet mutat, mely a Py atalakulas utan a-
helikalis szerkezetbe rendezddik. Feltehet6en kolcsonhatasban all a kromoférral és a
molekula egyéb doménjeivel is (Vierstra és mtsai. 1987; Singh & Song 1989; Deforce és
mtsai. 1994). Szamos szerin aminosav oldallanc talalhat6 ebben a régiéban, melyek minden
bizonnyal foszforilaltak (Stockhaus és mtsai. 1992). Delécids és szubsztitiucids valtozatait
kifejez6 novényekkel végzett kisérletek arra utalnak, hogy az NTE régié szerepet jatszik a
és mtsai. 1992; Trupkin és mtsai. 2007).

A fitokromok fizikai tulajdonsagai és fizioldgiai hatasai kozott fennalld osszefiiggéseket
viszonylag gyorsan feltartak. Azonban a fényérzékelést és a fiziologiai valaszt 6sszekotd
jelatviteli folyamatokrol nagyon kevés adat allt rendelkezésre és még ma is szamos nyitott

kérdéssel allunk szemben.

1.4.4 — Az aktiv fitokrémok inaktivacidja

A receptorok miikodésének célja a kornyezeti tényez6k valtozasainak folyamatos
kovetése. Az altaluk felfogott és tovabbitott jel fontos szerepet jatszik az életfolyamatok
szabalyozasaban és ezen Kkeresztiil a bels6 egyensuly, — a homeosztazis — fenntartdsaban. A
folyamatosan valtozo6 kornyezet és a receptorok kozvetitette informacio szinkronizalasaban
kiemelked6en fontos az aktivalt receptorok inaktivacioja. E nélkiil a folyamat nélkil az aktiv
receptorok felhalmozo6dnak, ami a jelatviteli lanc folyamatos aktivalasat vonja maga utan.
Ezzel az életfolyamatok szabalyozasa a kornyezet valtozasatdl fiiggetlenné valik, ami fitnesz
csokkenését, széls0séges esetben az él6lény kimertlését, akar pusztuldsat is okozhatja.

Sotétben csirazo, etiolalt csiranévényekben a PHYA fehérje a domindans, fényérzékelésért
felelds receptor. A P, formaban szintetizalodé PHYA fehérje felhalmozddik, ami biztositja a
PHYA rendszer kiemelkedd fényérzékenységét. llyen koriilmények kozott a PHYA az dsszes
fitokroémtartalom 85%-at teszi ki (Sharrock & Clack 2002). Fény hatdsara a PHYA Psx
formdaba alakul és ezzel aktivalédik a PHYA jelatviteli hal6zata, ami egy sor dramai valtozast
indit el génkifejez6dés szabalyozasaban (Peschke & Kretsch 2011). Ezek a valtozasok
biztositjak a novény tulélését és fejlodését napfényben. Ezzel a folyamattal parhuzamosan
megindul aktivalt PHYA fehérjemolekulak gyors degradacio6ja, ami eltavolitja az aktivalt P

PHYA receptormolekuldkat a rendszerbdl (Sharrock & Clack 2002). Mesterségesen adagolt

eV
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(Seo és mtsai. 2004). Az eddigi kutatasok alapjan ugy tlinik, hogy tobb fehérje-komplex is
szerepet jatszik a PHYA lebontasdban: cull (cullin 1) mutdns novényekben a PHYA
megnovekedett stabilitast mutat (Quint és mtsai. 2005), tovabba a COP1 részt vesz a CUL4
(CULLIN 4) alkotta E3 ubikvitin ligdz komplexek felépitésében is (Zhang és mtsai. 2008). A
citoplazmaban lassabb, mig a sejtmagban szamottevéen gyorsabb a lebomlasa (Debrieux &
Fankhauser 2010).

Fehér fényben nétt novényekben a PHYB az 6sszes fitokromtartalom 40%-at teszi ki. A
PHYB a PHYA-t6l eltéréen fényben stabil fehérje és a fényben fejl6dé novény f6
fotoreceptora (Sharrock & Clack 2004). Az aktiv, P PHYB fotoreceptorok inaktivaciéja a
spontan relaxacion keresztiil valésul meg, melynek kovetkeztében inaktiv P, formaba
alakulnak vissza (Eichenberg és mtsai. 1999). A jelenséget sotét reverzié névvel illeti a
szakirodalom. Ez a név félrevezetd, mivel a sotét reverzio fénykorilményektdl fliggetleniil
zajlik. Hajtoereje a Py PHYB kisebb termodinamikai stabilitasa, aminek koévetkeztében a
PHYB P;. formaja bizonyos id6 utan visszaalakul inaktiv P, formaba (K. Eichenberg és mtsai.
2000). Ennek a relaxacios folyamatnak a féléletideje kb. 60 perc (lasd: eredmények). Ez a
relaxacios folyamat is befolyasolja a kialakulé egyensulyi PHYB P mennyiséget azzal, hogy
aktiv PHYB Ps molekulakat von ki a rendszerbdl. Mivel a fotokonverzié vorésben gazdag és
intenziv fényben sokkal gyorsabb folyamat, a sotét reverzié hatdsa els6sorban alacsony
fényintenzitason és a fényperiddust kovetd sotét idOszakban (pl.:napnyugta utan)

érvényesiil.

1.4.5 — A fitokrémok evoltcios eredete

Ugy tiint, hogy a névényi fitokromok jelatvitelének megértéséhez a Kkiilonbozé
organizmusokbo6l szarmazoé, egyre szaporodd génszekvencidk analizise vezet majd el. Az
izolalt fitokromokat k6dolé gének analizise feltarta a fitokromok evolicios eredetét és fényt
deritett arra, hogy a bakterialis fitokromok jdl karakterizalt bakterialis kétkomponensi
rendszerként miikodnek (Yeh és mtsai. 1997).

A cianobaktériumokban el6fordulé bakteridlis fitokrémok fény hatdsara bekovetkezd
konformacid-valtozasa sordn a molekula egy evoluciésan konzervalt helyzetl hisztidin

oldallanca autofoszforilalédik, majd ez a foszfat csoport tovabb adodik a valaszregulatorra,
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ami gének kifejez6dését inditja be. Ezt a folyamatot tavoli voros fény serkenti, mig a voros
fény gatolja (ellentétben a novényi fitokromokkal, melyeket a voros fény aktival) (Yeh és
mtsai. 1997). Ezek alapjan ugy tlinik, hogy a bakteridlis fitokrémok jelatvitelében a
foszforilaci6 egy fontos, korai eseménye a bakteridlis fitokromok kozvetitette
fényérzékelésnek. A novényi és bakterialis fitokromok rendkiviil hasonlé szerkezete és
funkcidja alapjan valdszinilinek tlint, hogy novényi fitokrém jelatvitel a bakterialis
rendszerhez hasonléan foszforilaciés reakciékon keresztiil valésul meg (Yeh & Lagarias
1998). A kisérletek azonban megmutattidk, bar a névényi fitokromok mutatnak in vitro
szerin/treonin kinaz aktivitast, a baktériumokban esszencialis szerepet jatsz6 konzervalt
aminosavak névényi homoldgjainak mutacioja nem okozott szamottevd valtozast a névényi
fitokromok jelatvitelében (Quail 1997; Yeh & Lagarias 1998).

Ezidaig mind6ssze a zab (Avena sativa) phyA-r6l bizonyitott in vivo, hogy rendelkezik
kinaz aktivitassal (Shen és mtsai. 2009). In vitro kisérleti rendszerben a névényi fitokromok
szerin/treonin kindz aktivitdst mutatnak. Ezekhez az informaciékhoz hozzaadva a tényt,
hogy a novényi fitokrémok bakteridlis homologjaiktdl eltéréen két szerin gazdag régidval is
rendelkeznek (NTE, PRD) arra utal, hogy a novényi fitokromok feltehet6en bakterialis
hisztidin kinaz eredet(i szerin/treonin kinazok (Yeh & Lagarias 1998; Phee és mtsai. 2008).

A névényi és bakterialis fitokromok hasonlé szerkezetét a 3. dbra mutatja be.

7 —— PRD ——
i 2 o MU

14-15% _..-7" 1317% ..~

Bakterialis A v —
fitokrém [ras] [fearTruy

3. abra — A bakterialis és novényi fitokrémok szerkezete nagyfoku hasonldsagot mutat.
A n6vényi és bakterialis fitokromok N-terminalis doménje csak a n6vényspecifikus NTE
régidban tér el. A novényi fitokromok C-terminalis doménjének PRD és HKRD régioi a
bakterialis fitokromok hisztidin kindz doménjével mutatnak alacsony szintii homologiat
(13-17%) (Yeh & Lagarias 1998)

1.4.6 — A fitokromok kinaz aktivitasa és autofoszforilacioja

A fitokromok eredete és sok in vitro eredmény utal arra, hogy a fitokromok jelatvitelében
a fitokromok kinaz aktivitdsa fontos szerepet jatszhat (Wong és mtsai. 1986). Sajnos az
ezzel kapcsolatos eddigi eredmények nem teljesen egybehangzoak, igy nem tomorithetéek
egyetlen modellben.

A fitokrémok kinaz aktivitdsadval kapcsolatban felmeriil§ kérdések koziil az egyik
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legfontosabb, hogy a P,, vagy a Ps forma rendelkezik-e nagyobb aktivitassal. Az elmult évek
soran szamos fehérjét fedeztek fel, melyeket a fitokromok Px formajukban foszforilalnak
invitro rendszerben. Ilyenek a kriptokrémok (CRY1, CRY2), a PKS1 (PHYTOCHROME
KINASE SUBSTRATE 1) és a PIF3 (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 3)
transzkripcids faktor (Ahmad és mtsai. 1998; Fankhauser és mtsai. 1999; Al-Sady és mtsai.
2006). Talaltak azonban olyan kdlcsonhatdé partnereket is , melyeket a P, és a P forma
egyforman képes foszforilalni. Ide tartoznak az AUX/IAA fehérjék valamint az FHY1 (FAR
RED ELONGATED HYPOCOTYL 1) fehérjék (Colon-Carmona és mtsai. 2000; Shen és mtsai.
2009).

A fitokromok kinaz aktivitasaval kapcsolatos masik fontos kérdés, hogy képesek-e
autofoszforilaciora és ez milyen szerepet jatszik jelatviteliikben. Sajnos ezzel a kérdéssel
kapcsolatban is csak in vitro eredményekre tdmaszkodhatunk. Zab (Avena sativa) PHYA
fehérjérdl bebizonyosodott, hogy in vitro képes két szerin oldalldncot autofoszforilalni a
(PHYASer81280/Ser1881) - Arqhidopsis phyA null mutansban (phyA-201) a kifejezve a novények
megnovekedett fényérzékenységet mutattak. A jelenség hatterében feltehetéen a
PHYASe8124la/Ser18Ala fohérije szamottevéen csokkent degradacidja all (Han és mtsai. 2010). Ez
az eredmény arra enged Kkovetkeztetni, hogy a PHYA autofoszforilaciéja egyfajta
deszenzitizacids mechanizmus része lehet.

A PHYB esetében mindossze egy tanulmanyban wutalnak a PHYB fehérje
autofoszforilacios képességére. In vitro a PHYB tavoli voros fényben (P, formaban) és voros
nem tartalmazé PHYB(A100) fehérje azonban nem volt képes autofoszforilacidra (Phee és
mtsai. 2008). Bar ezek az eredmények in vitro rendszerben sziilettek és a szerzék nem
vizsgaltak esetleges in vivo hatasat, kisérleteik egy nagyon hasonlé mechanizmust vazolnak

fel, mint amit a zab fitokrom esetében Han és munkatarsai talaltak.

1.4.7 — A fitokromok jelatviteli hal6zata

Sajnos a novényi fitokrémok evoluicids eredetének feltarasa nem vezetett el a jelatviteli
lancuk megismeréséhez. Ezért a fitokrom kutatas kovetkezd szakaszaban mutagenizalt
magpopulaciok fenotipizalasa és a sériilt fotomorfogenezis hatterében all6 mutans gének
térképezésével, fizioldgiai jellemzésével és reverz-genetikai moddszerek segitségével

préobaltak e jelatviteli lanc elemeit megtalalni. Az igy felfedezett géneket szerepiik alapjan
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két fékategdridba sorolhatjuk: amelyek i) negativan és amelyek ii) pozitivan befolyasoljak a
fitokromok jelatvitelét.

A jelatvitel negativ elemei kozé tartozé faktorok funkcidjanak sériilése, vagy elvesztése a
fotomorfogenezis programjanak fényviszonyoktol fiiggetlen aktivitdsaval jar (akar allandé
sotétben fejlédve is fényben nétt névényekre hasonlitanak). Ebbe a csoportba tartoznak a
szkotomorfogenezis  programjanak megvalositasaban  kulcsszerepet jatszé  PIF
(PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR) transzkripciés faktorok, valamint a
ubikvitin ligaz komplexeket felépitd fehérjék: COP1, DET (DEETIOLATED), FUS (FUSCA).

A jelatvitel pozitiv elemei kozé tartozé gének funkcidjanak sériilése, vagy elvesztése a
novény csokkent fényérzékenységéhez vezetnek. Ide soroljuk azokat a fitokrém allélokat,
melyek csokkent jelatviteli képességgel rendelkeznek, valamint a fotomorfogenezis
kialakitasaért felel6s gének Kkifejez6dését aktivalé transzkripciés faktorok: HY5
(ELONGATED HYPOCOTYL 5), HYH (HY5 HOMOLOG), LAF1 (LONG AFTER FAR-RED 1),
HFR1 (LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1) stb.

1.4.7.1 — A fitokrom jelatvitel negativ elemei

A PIF3 fehérjét éleszté két hibrid rendszer segitségével azonositottdk, mint a PHYB
kozvetlen kolcsonhatdé partnere (Ni és mtsai. 1998). DNS szekvenciajuk homolégidja
alapjan azonositottak a csalad tobbi, 6sszesen 15 tagjat (Ni és mtsai. 1998; Leivar & Quail
2011). Mindegyikiik a basic helix-loop-helix (bHLH) transzkripciés faktorok csoportjaba
tartozik, ennek megfelel6en dimerként funkcionalnak és képesek bizonyos DNS szakaszok,
az ugynevezett G-box (CACGTG) kotésére (Castillon és mtsai. 2007; Leivar & Quail 2011). A
PIF-ek N-termindlisa tartalmaz egy konzervalt motivumot, amit Active Phytocrome B-
binding-nak (APB) neveznek. Ez a régio6 felel6s a PHYB P formajaval valé kolcsonhatas
kialakitasaért. A PIF1 és a PIF3 fehérjék tartalmaznak egy masik nem konzervalt
motivumot is, amit Active Phytochrome A-binding-nak (APA) hivnak, mely a PHYA Ps
formajaval valé kolcsonhatast teszi lehet6vé (Khanna és mtsai. 2004; Duek & Fankhauser
2005). A legtobb PIF a fitokromokkal valé kdlcsonhatas kovetkeztében foszforilalodik, amit
ubikvitnaciojuk és a 26S proteoszoma rendszeren keresztiil torténd lebontasuk kovet (Al-
Sady és mtsai. 2006). A PIF géncsalad ezen tagjainak aktiv fitokrém (Ps) fliggd

s s

ek fehérjeszintje nagyon alacsony a magas aktiv (P) fitokrom szintnek készonhet6en. Ha
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ezeket a novényeket sotét kezelésnek vetjiik alg, a fitokromok Py szintje a sotét reverzio
(PHYB) és a degradacié (PHYA Pg) kovetkeztében csokken, ami a PIF-ek felhalmoz6dasat
vonja maga utdn. Fénybe visszahelyezve a novényeket az aktiv fitokrémok (Px) ujbdli
felhalmozddasaval a PIF-ek is gyors degradacion mennek keresztil és igy a PIF-ek
fehérjeszintje ismét lecsokken (Leivar & Quail 2011). A PIF-ek fitokrom Ps forma fiiggd
molekuldknak vizsgalata, amelyeknek APB és APA régioit elrontottak. Ezek a verziék, — vad
tipusu verzidikkal ellentétben — nem mutatnak fényfiiggé foszforilaciot és degradaciot (Al-
Sady és mtsai. 2006; Shen és mtsai. 2008). A PIF-eknek a fitokromok jelatvitelében és a
szkotomorfogenezis programjanak megvaldsitasaban jatszott kozponti szerepére vilagit ra
egy nemrégiben ko6z6lt tanulmany, amiben a négy mutans pif gént hordoz6é névények
(pif1/pif3/pif4/pif5 — quadruple pif, vagy pifq) fejlédését vizsgaltadk. Ezekben a
novényekben a fényviszonyoktol fiiggetleniil a fotomorfogenezis fejlédési programja aktiv.
Ez alapjan nem meglepd, hogy a pifq novényekben a génkifejez6dés szabalyozasa is
fliggetlenné valt a fényviszonyoktdl: a sotétben nétt pifq névények a voros fényben fejlédo,
vad tipusu novényekére jellemzd génkifejez6dési mintazatot mutatnak (Shin és mtsai.
2009). Feltehet6en a pifq és a vorosben nétt névényekben egyarant kifejez6dé gének azok,
amelyeket a PIF-ek kozvetleniil szabalyoznak. A PIF-ek sotétben feltehet6en gatoljak
ezeknek a géneknek a kifejez6dését, melyek kozott feltlinden nagy szamban fordulnak eld
transzkripcids faktorok (Leivar & Quail 2011). Ezen informaciok alapjan nagyon valdszin,
hogy a PIF transzkripcids faktorok f6 szabalyoz6 elemei a szkotomorfogenezis
kialakitasaért felelds transzkripcios faktorokbol allé kaszkad rendszernek.

A fitokrém jelatvitelben kiemelkedd szerepet jatszo gének kovetkezd csoportjaba
tartoznak a CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), DEETIOLATED (DET) és a
FUSCA (FUS). Mindannyiukra jellemzd, hogy mutans alléljaikat hordoz6 névények a pifq
novényekéhez hasonl6an fényviszonyoktdl fiiggetleniil, a fényben fejléd6é névényre jellemzd
fejlédési mintazatot mutatnak (Sullivan és mtsai. 2003; Yi & Deng 2005). Az emlitett harom
gén Aaltal kédolt fehérjék harom fehérjekomplex felépitésében jatszanak szerepet: a
COP1/SPA (SUPPRESSOR OF phyA-105) komplex; a COP9 szignaloszéma (CSN); és a COP10,
DDB1 (DNA DAMAGE-BINDING PROTEIN 1) és a DET alkotta CDD komplex (Zhu és mtsai.
2008; Serino & Deng 2003; Yanagawa és mtsai. 2004). Mindharom komplex az E3 ubikvitin
ligdzok  korébe tartozik és mindannyian a fotomorfogenezis programjanak

megvalositasaban kulcsszerepet jatszo transzkripcios faktorokat ubikvitinaljak, amivel a
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26S proteoszoma altali lebontasukat idézik el6 (Saijo és mtsai. 2003; Yi & Deng 2005).

A COP1 fehérje mindharom emlitett E3 ligdz komplexben megtalalhat6. N-terminalisan
konzervalt RING finger motivumot, C-termindlisdn WD40 ismétl6dést tartalmaz, amiket
csavart-csavar (coiled-coil) motivum kot dssze (Yi & Deng 2005). A WD40 domén kiemelten
fontos a COP1 miikddésében, mivel ennek a régionak koszonhet6en hat kélcson HY5 és a
HYH transzkripcids faktorokkal (Holm és mtsai. 2001), és tobb aktivalt fotoreceptorral is
(pl.: CRY1/CRYZ2, UVR8) (Yang és mtsai. 2001; Rizzini és mtsai. 2011).

A COP1 szerepe a kévetkezd transzkripcios faktorok ubikvitinaciéjaban és lebontasaban
bizonyitott: ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) (Osterlund és mtsai. 2000), HY5 HOMOLOG
(HYH) (Holm és mtsai. 2002), LONG AFTER FAR-RED 1 (LAF1) (Seo és mtsai. 2003), LONG
HYPOCOTYL IN FAR-RED1 (HFR1) (Duek és mtsai. 2004). Ezen transzkripcios faktorok
ko6zos vonasa, hogy mindannyian a fotomorfogenezis programjanak kialakitasaért felelds
gének szabdlyozdsaban vesznek részt (lasd késébb). A COP1 komplexei a fitokromok
ubikvitinaci6jaban és lebontasaban is szerepet jatszanak (Seo és mtsai. 2004). A COP1
novényi fejlédési programjanak szabalyozasaban betdltott kézponti szerepét mutatja az is,
hogy null mutans allélja embrio-letalis (McNellis és mtsai. 1994). Ezért a funkcidjaval
kapcsolatos kutatdsi eredmények nagy része miikodésiikben csokkent, mutans allélok
vizsgalataval szllettek (pl.: copl-4, aminek hianyzik a WD40 doménje, ezért aktivitasa
sérilt) (Holm és mtsai. 2002).

A SPA1 fehérjét a phyA-105, - egy miikodésében sériilt phyA mutans - szupresszoraként
azonositottak (Hoecker és mtsai. 1998). Arabidopsis-ban négy homolégjuk létezik (SPA1 -
SPA4), melyek részben atfed6 funkcioval rendelkeznek a fotomorfogenezis szabalyozasaban
(Laubinger & Hoecker 2003). Biokémiai vizsgalatuk soran kideriilt, hogy egymassal és a
COP1 fehérjével komplexeket alkotnak. Azok a novények, amelyeknek nincs miikodéképes
SPA génjik (spal/spa2/spa3/spa4 mutans), erds copl mutdns fenotipust mutatnak
(Laubinger és mtsai. 2004). Ezek eredmények bizonyitjak, hogy a COP1 és SPA fehérjék
ugyanannak, vagy ugyanazoknak a komplexeknek a felépitésében vesznek részt és

mindkett6 sziikséges e komplex miikodéséhez.

1.4.7.2 — A fitokrém jelatvitel pozitiv elemei
A HY5 és HYH fehérjék bZIP transzkripcids faktorok. A hy5 és/vagy hyh mutans alléljat
hordozé névények minden fénykezelés esetében (tavoli voros, voros, kék, UV-B) a vad

tipushoz képest csokkent valaszreakciét mutatnak (M. Koornneef 1980; Oyama és mtsai.



Szakirodalmi attekintés 18

1997; Ulm és mtsai. 2004). A fénykezelés altal kivaltott valaszreakci6 aranyos a HY5 fehérje
mennyiségével (Osterlund és mtsai. 2000). Kromatin immuno-precipitacios vizsgalatok
alapjan a HY5 transzkripciés faktor nagyszamu gén promoteréhez kotédik és a fényfiiggd
aktivitast mutat6 gének kb. 20%-anak kifejez6dését befolyasolja (Ma és mtsai. 2002). Ezen
adatok alapjan ugy tilinik, hogy a HY5 is egy transzkripcios faktorokbdl felépiild
kaszkadrendszer f6 szabalyozo6 eleme (Lee és mtsai. 2007).

A HFR1 egy atipikus szerkezetli bHLH transzkripciés faktor, amit a PHYA jelatvitel
pozitiv elemeként azonositottak (Fairchild és mtsai. 2000; Fankhauser & Chory 2000; Soh
és mtsai. 2000). Doménszerkezeti vizsgalata alapjan a HFR1 val6szintlileg nem képes DNS
koteésre. Homodimerje (HFR1/HFR1) a fitokromokkal nem képes kozvetlen kdlcsonhatasba
lépni. (Fairchild és mtsai. 2000; Heim és mtsai. 2003). A HFR1 fehérje képes azonban mas
transzkripcids faktorokkal heterodimereket képezni, — mint pl. a HFR1/PIF3 — mely mar
képes a PHYA és a PHYB Py formajaval kolcsonhatasra (Fairchild és mtsai. 2000). Mas
transzkripcids faktorokkal, mint pl.: a PIF4 és PIF5 fehérjékkel képzett heterodimerjei DNS
kotésre képtelenek, ezzel a HFR1 gatolja az arnyékkeriilés kialakitdsaban szerepet jatszé
markergének kifejez6dését (Sessa és mtsai. 2005; Hornitschek és mtsai. 2009; Galstyan és
mtsai. 2011). Egy degradacidjdban sériilt hfrl1 mutans a pifq (pifl/pif3/pif4/pif5)
mutanséhoz nagyon hasonlé allandé fotomorfogenezist mutaté fenotipust eredményez.
Ezeket az adatokat dsszefoglalva, ugy tlinik, hogy a HFR1 funkci6ja a PIF transzkripcidés
faktorok miik6désének szabalyozasa, nem funkcionalis PIF/HFR1 heterodimerek képzésén
keresztiil (Yang és mtsai. 2003; Leivar és mtsai. 2008; Shin és mtsai. 2009).

A LAF1 az R2R3 MYB transzkripcidés faktorok csaladjaba tartozik és a PHYA jelatvitel
egyik pozitiv elemeként azonositottdk. Ezidaig nem sikertlt kimutatni koézvetlen
génaktivitast befolydsolé hatasat (Ballesteros és mtsai. 2001). A hfr1/lafl dupla mutdns
novények additiv fenotipusa a PHYA jelatvitelben betoltott kiilonb6z6 szerepiikre utal (Jang
és mtsai. 2007). A LAF1 és a HFR1 transzkripciés faktorok homodimerei képesek a COP1 E3
ubikvitin ligazzal kolcsonhatni, ami ubikvitinacidjukat és degradacidjukat vonja maga utan
(Seo és mtsai. 2004; Jang és mtsai. 2005; Jang és mtsai. 2007). Ezzel ellentétben a
LAF1/HFR1 heterodimer nem képes a COP1-el k6lcsonhatasba 1épni, ami a HFR1 és a LAF1

fehérjék stabilizaciojat vonja maga utan (Jang és mtsai. 2007).
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1.4.7.3 — A fitokromok jelatvitelének modellje

Ahogy azt mar kordbban emlitettem, az Arabidopsis fejlédési programja két {6 szakaszra
kilonitheté: a csirazads utan sotétben zajlé szkotomorfogenezisre és a fény hatasara
beindulé fotomorfogenezisre. Ugy t(inik, hogy ennek a két fejlédési programnak a
génkifejez0dés szintjén vald megvalosulasaért két, transzkripcios faktorokbol felépiild
kaszkadrendszer felel6s (Lee és mtsai. 2007; Shin és mtsai. 2009). A szkotomorfogenezist
létrehozé jelatviteli halézat kézponti elemei a PIF transzkripcids faktorok (Shin és mtsai.
2009; Leivar & Quail 2011), mig a fotomorfogenezist 1étrehozo6 rendszerben a HY5, HYH,
LAF1, HFR transzkripcios faktorok jatszanak kulcsszerepet (Lee és mtsai. 2007; Yang és
mtsai. 2005; Jang és mtsai. 2007). Egyszerre mindig csak az egyik rendszer aktiv és a
kozottiik valé atkapcsolast a fényben aktivalt fitokromok (Pr) végzik . Jelenlegi ismereteink

szerint a fitokrémok jelatvitele, — az el6bbiekben mar emlitett pozitiv és negativ elemekbdl

o W —

B
P, [COP/DET/FUS| P, COP/DET/FUS
L |

feléptil6 — két agra oszthato (4. abra).
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p § HY5 HYH HY5 |  HYH |
(PIF ) PIF p———
— LAF1 HFR1 (LAF1) (HFR1)

— Fotomorfogenezis Szkotomorfogeness  (Fotomorfogenezis

4.abra — A fitokromok jelatvitelének vazlatos modellje.

A fitokrom jelatvitel elemei: a fitokrom fotoreceptorok, a COP/DET/FUS alkotta E3
ubikvitin ligdz komplexek, valamint a PIF és HY5, HYH, LAF1, HFR1 transzKkripcids
faktorok.

A) Sotétben: a PIF transzkripcids faktorok aktivak, mig a HY5, HYH, LAF1, HFR1
transzkripcios faktorokat a COP/DET/FUS fehérjék alkotta E3 ubikvitin ligdz komplexek
folyamatosan ubikvitinaljak, alacsonyan tartva ezzel fehérjeszintjiiket.

B) Fényben: az aktiv fitokromok koélcsonhatnak a PIF-ekkel, ami foszforilacidjukat és
ezen Kkeresztiil gyors lebomlasukat idézi el6. Az aktiv fitokromok a COP1-el is
kolcsonhatva megvaltoztatjak ezeknek az E3 ubikvitin ligdz komplexeknek a szubsztrat-
specifitasat, igy stabilizalva a HY5, HYH, LAF1, HFR1 (stb.) transzkripci6s faktorokat.
(Részletes targyalast 1asd a sz6vegben.)
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Sotétben a negativ elemek aktivak: az E3 ubikvitin ligaz komplexek (COP, DET, FUS)
miikodésének kovetkeztében a fotomorfogenezis programjat megvalositd transzkripcids
faktorok — a jelatvitel pozitiv elemei — folyamatosan ubikvitindlédnak, emiatt
fehérjeszintjik alacsony marad, miikodésiik pedig gatolt (Ang és mtsai. 1998; Holm és
mtsai. 2002). A PIF transzkripcios faktorok magas szinten halmozddnak fel a sejtben és
aktivaljak a szkotomorfogenezis programjanak megvaldsitasat végzd géneket (Leivar &
Quail 2011). Ezzel egy idében a PIF-ek gatoljak a fotomorfogenezis megvaldsitdsaban
szerepet jatszo gének Kkifejez6dését is, ellensulyozva az alacsony szinten azért jelen levd
pozitiv elemek hatasat (Shen és mtsai. 2009) (4. abra A panel).

Fényben a pozitiv elemek valnak aktivva, miutan a fény aktivalja a fitokromokat. A
fitokromok Pg formaja kélcsonhatdsba 1ép a PIF transzkripciés faktorokkal és a COP1 E3
(Bauer és mtsai. 2004; Shen és mtsai. 2009), a COP1 felépitette E3 ubikvitin ligaz
komplexeknek pedig megvaltozik a szubsztratspecifitasuk és a sejten beliili lokalizaciéjuk
(von Arnim & Deng 1994; Osterlund és mtsai. 2000). Ennek kovetkeztében az eddig
(sotétben) lebontott HY5, HYH, LAF1 és HFR transzkripcids faktorok stabilizalédnak,
felhalmozdédasuk kovetkeztében pedig aktivaljadk a fotomorfogenezis programjat
megvalosité géneket (Lee és mtsai. 2007). Ezzel egy id6ben gatoljak a szkotomorfogenezis
megvalositasat végzo gének kifejez6dését, ellensulyozva az alacsony szinten azért még jelen

levd PIF-ek hatasat (4. abra B panel) (Lau & Deng 2010).

1.4.8 — A fitokromok kozvetitette valaszreakciok hullimhosszfiiggése

A fényfiiggé fiziolégiai folyamatok hulldmhosszfliggését az akciéspektrummal
jellemezziik. Mivel a fotoreceptorok fotokémiai reakciok utjan aktivalédnak, az altaluk
szabalyozott fiziolégiai valaszok hullamhossz fiiggését alapvetéen meghatarozza
abszorpcios spektrumuk. A fitokromok esetében mar régota ismert tény, hogy két eltérd
konforméciéban léteznek, melyek aranya a az 6ket éré fény hulldimhossz 6sszetételétdl fligg
(2. abra A és B panel).

A PHYA és a PHYB fehérjék nagyon hasonld, mégsem azonos abszorpcids spektrumokkal
rendelkeznek (5. abra), ami arra enged kovetkeztetni, hogy a kromofor fényelnyelése nem
teljesen fiiggetlen a fehérjeszekvenciatél (K Eichenberg és mtsai. 2000). A PHYA és a PHYB
altal szabalyozott fiziologiai folyamatok merében eltéré hulliamhosszfiiggése azonban nem

magyarazhato a két molekula abszorpcids spektrumainak csekély eltérésével.
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A PHYB esetében a fiziologiai folyamatokat az aktiv Ps forma létrejottét kivalté voros
fény serkenti, mig az inaktiv P, forma létrejottét kivalté tavoli voros fény gatolja (Shinomura
és mtsai. 1996). Vagyis a PHYB szabdlyozta folyamatok erds korrelaciét mutatnak a
molekula abszorpcidés spektrumaval: vorés fény erésen serkentd, mig tavoli voros fény
er6sen gatlé hatasa (5 abra A és B panel). Ezzel ellentétben a PHYA szabalyozta
folyamatokat legjobban a 720 nm hullamhosszisagu fény serkenti, ahol a PHYB jelatvitele
gatolt. (Shinomura és mtsai. 2000). Ez a jelenség latszélagos ellentmonddasban all a PHYA
fotoreceptor abszorpcids tulajdonsagaival is, hiszen 720 nm-es fénykezelés hatasara az
0sszes PHYA-nak mindéssze 2-3%-a alakul Ps formaba. A PHYA mégis itt a legaktivabb a
fizioldgiai folyamatok szabalyozasaban. A jelenség hatterében a PHYA fehérjeszintjének és

sejtmagi importjanak 6sszetett szabalyozasa all. Etiolalt novényekben a PHYA a legnagyobb
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5.abra— A PHYA és PHYB fehérjék differencial spektrumai hasonléak, mig
akci6spektrumaik erdsen eltéréek

A — Az élesztében Kifejezett és fikokromobilin kromofért tartalmazé PHYA és a PHYB
fehérjék differencial spektrumai. A két fehérje P, és Ps formai kissé eltérd abszorbcids
maximumokkal rendelkeznek. A jobb oldali savok 0,003 abszorbcié kiilonbséget
jelolnek (K Eichenberg és mtsai. 2000).

B — A PHYB szabalyozta csirazas akciospektruma phyA mutans hattérben. A Py format
létrehoz6 voros fény serkenti, mig a P, format létrehozé tavoli voros fény gatolja az
Arabidopsis magok csirazasat (Shinomura és mtsai. 1996).

C — A PHYA szabalyozta hipokotil megnyulas akciéspektruma phyB mutans hattérben. A
PHYB-vel ellentétben a Pg format 1étrehozo voros fény gatld, mig a P, format 1étrehozo
tdvoli voros fény serkent6 hatdsi az Arabidopsis csirandvények hipokotil
megnyulasanak szabalyozasaban. A 300-500 nm kozotti tartomanyban a fészerepet a
CRY1/CRY2 fotoreceptorok jatszak. (Shinomura és mtsai. 2000).
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mennyiségben jelenlevd fitokrom. Fény hatasara azonban az aktivalt PHYA Ps molekulak
gyors degradaciéon mennek keresztiil, aminek sebességét az elérhet§6 PHYA P mennyiség
hatarozza meg. Igy vorés fényben, ahol magas Py ardny jon létre a PHYA gyorsan lebomlik
ezzel dtadva a dominans szerepet a PHYB-nek a fizioldgiai folyamatok szabalyozasaban
(Sharrock & Clack 2002). igy a PHYA jelatvitelében van egy sziik hullimhossz és
fényintenzitas tartomany ahol aktivitasat kifejtheti: ebben a tartomanyban sejtmagi
importja nagyon hatékony, degradaciéja pedig kelléen lassud ahhoz, hogy kritikus szint ala
stillyedjen koncentraciéja a sejtben. Ennek a kritikus PHYA Pg szintnek a létrehozasara
pedig 720 nm hullamhosszusaga fény a legalkalmasabb (Shinomura és mtsai. 2000;

Rausenberger és mtsai. 2011).

1.4.9 — A fitokromok kozvetitette valaszreakciok

A fitokrom Kkutatds kezdetén a fitokrémok altal befolydsolt valaszreakcidkat a
kivaltasukhoz sziikséges fény dézisa alapjan kategorizaltak. Igy a fitokrémok hatasat harom
kategoériaba soroltak: i) nagyon alacsony fénydozist (very low fluence response - VLFR),
ii) kozepes fényddzist (low fluence response - LFR), iii) és magas fénydozist (high
irradiance response - HIR ) igényld élettani folyamatokra (6. dbra) (Schafer & Bowler
2002).

A VLFR valaszra jellemz0, hogy olyan extrém alacsony fényintenzitas képes kivaltani,
amelyre semmilyen mas fotoreceptor nem reagalna (Hennig és mtsai. 1999; K. Eichenberg
és mtsai. 2000). A folyamat hatterében a PHYA fehérje kimagaslé fényérzékenysége all.
Mivel a PHYA fény hatdsara gyorsan elbomlik, a VLFR valasz jellemz6en a ndévény korai
életszakaszahoz kotddik. Ide tartozik a csirdzas indukcidja, a szkotomorfogenezis -
fotomorfogenezis programjai kozotti atkapcsolas. Amikor a névényke eléri a felszint, PHYA
fényaktivacidjanak kovetkezményeként a hipokotil kampo6 kiegyenesedik, a sziklevelek
pedig kinyilnak (Casal és mtsai. 1998). Ezeknek az élettani folyamatok szintjén
megfigyelhetd valtozasoknak a hatterében komoly, a gének kifejez6désében bekovetkezd
valtozasok allnak. Beindul az érett kloroplasztiszok létrejottéhez sziikséges fehérjéket
kodold gének kifejezddése és a fény indukalja a cirkadian éra beallitasahoz esszencialis
géneket (pl.: a PSEUDO RESPONSE REGULATOR 9 - PRR9) (Khanna és mtsai. 2004). Ezek a
folyamatok mind részei a szkotomorfogenezis és a fotomorfogenezis programjai kozotti
atkapcsoldsnak, vagy mas néven a de-etiolacionak. A VLFR vdlasz tavoli voros fény

kezeléssel nem fordithato vissza, mivel a VLFR reakciok beinditasa olyan alacsony P /P
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szintekhez kotott, amit a tavoli voros fény altal 1étrehozott P arany (~2-3%) tobbszordsen
felilmul. A VLFR véalaszra nem igaz a reciprocitds toérvénye, ami azt jelenti, hogy a
fénykezelés dozisa és a kivaltott VLFR valasz eréssége kozott nem-linearis dsszefliggés all
fenn (Casal és mtsai. 1998).

Az LFR valaszok ko6zé a legkorabban felfedezett fitokroémok szabalyozta élettani
folyamatokat soroljuk. Melyek pl. a mar emlitett salata magvak csirazasi indukcioja, vagy a
PHYB sejtmagi komplex képzése Arabidopsis-ban (Adam és mtsai. 2011). Az LFR reakciok
kivaltasaban a fényben stabil fitokrémok vesznek részt, melyek Arabidopsis-ban a PHYB, C,
D és E fehérjék. Az LFR reakciok hatterében elsGsorban a PHYB fehérje all. Az ide tartozo
valaszok hatarozott hullamhosszfliggést mutatnak: vords fény serkenti, mig tavoli voros
fény gatolja 6ket (a valaszreakcié megfordithat6). Az LFR reakciokra érvényes a reciprocitas
torvénye, vagyis a valasz er6ssége a fénykezelés ddzisaval egyenes ardnyban all (Casal és
mtsai. 1998).

A HIR vdélasz kivaltasdhoz nagy intenzitasu, folyamatos fénykezelés sziikséges. A
fénykezelésbe beiktatott rovid megszakitasok is a valasz drasztikus csokkenéséhez
vezetnek (Buche és mtsai. 2000). Ide tartozd valaszreakcié a csirandvények hipokotil
megnyuldsanak fényfliggd gatldsa. Mind a PHYA, mind a PHYB képes HIR valaszt kivaltani,
igy HIR valaszt két altipusba soroljuk: i) a tavoli voros fénnyel (far red - FR) kivalthaté FR-
HIR és ii) a voros fénnyel (red - R) kivalthato R-HIR. Az FR-HIR valasz kivaltasaban szerepet

jatsz6 PHYA szintje csak tavoli voros fényben (700-730 nm) csirazé novényekben elég

6.abra — A fitokrémok valaszreakcidi-

nak fiiggése a Pg /P aranytdl

VLFR: etiolalt csirandvényekre jellemz6,

barmilyen szinii fény képes kivaltdsara, =~ ------- Folymatos, vagy pulzus kezelés
Folyamatos besugérzas

nem visszafordithaté és nem igaz ra a
reciprocitas torvénye.

LFR: ezek a reakcidk visszafordithatdéak:
voros fény serkenti, tavoli vords fény
gatolja 6ket, a fénydoézissal aranyos a
valasz erOssége (igaz a reciprocitas -
torvénye).

HIR: ez a valasz nem visszafordithato,
kivaltasdhoz folyamatos besugarzasra
van sziikség. Voros fényben a PHYB, ! .
tavoli voros fényben a PHYA jatssza a 0 25 50 75
fészerepet szabalyozasaban. Nem igaz ra Py / Piot
a reciprocitas torvénye. (Casal és mtsai.

1998)
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magas a valasz szabalyozdsahoz (Casal és mtsai. 1998). Ha a ndvényeket roévidebb
hullamhosszisaga fénykezelésnek (<700 nm) tessziik ki, a PHYA szintje gyorsan és
drasztikusan csokken, ami a FR-HIR vélasz erdsségének csokkenését vonja maga utan.
Ahogy a PHYA fehérje szintje csokken a rovidebb hullamhosszu fénykezelés kovetkeztében,
ugy né az aktiv PHYB Py szintje és ezzel a fényérzékelésben a dominans szerepet a PHYB
veszi at (Sharrock & Clack 2002). A FR-HIR és a R-HIR valaszok Py kiiszobszintje nagyban
eltér: a FR-HIR 2-3% Pg/Pw: PHYA szinteknél a legaktivabb, mig a R-HIR kivaltdsdhoz
nagyon magas PHYB Py szintek sziikségesek. A HIR valasz nem reverzibilis és nem érvényes
ra a reciprocitas térvénye sem (Casal és mtsai. 1998).

A HIR valasz laboratoriumi jelenség, hiszen a természetben nem fordul eld, hogy csak
voros, vagy csak tavoli voros fény érne egy csiranovényt. Ennek ellenére a HIR valasz
tanulmanyozasa hasznos informaciokkal szolgalt a voros és tavoli voros fényt érzékeld
rendszerek (PHYA és PHYB) kolcsonhatasardl és a de-etiolacié soran lezajlé eseményekrol.

A fitokromok valaszreakcioit a 6. abra foglalja 6ssze.

1.4.10 — A fitokromok sejten beliili dinamikaja

Korai biokémiai adatok alapjan ugy tlint, hogy a fitokrémok a citoplazmaban
elhelyezkedd és miik6d6 fotoreceptorok (Nagy & Schafer 2000). Az elmult évtized kutatasai
soran azonban bebizonyosodott, hogy a fitokromok csak akkor miikodéképesek, ha a
sejtmagban lokalizaltak (Matsushita és mtsai. 2003). Mivel a szintézisiik a citoplazmaban
torténik és méretiiknél fogva nem képesek a magporusokon atjutni, sejtmagi transzportjuk
mas fehérjékkel valé kolcsonhatason keresztiil megvaldsul6 aktiv transzport (Hiltbrunner
és mtsai. 2006; Pfeiffer és mtsai. 2012). Ezt a modellt erdsiti, hogy a fitokrémok

fehérjeszekvenciaja nem tartalmaz kanonikus NLS szekvenciat (nuclear localization signal).

1.4.10.1 — A sejtmagi import

A PHYA és a PHYB sejtmagi importjanak dinamikaja erésen eltér6. A PHYA sejtmagi
importja meglehetésen gyors folyamat, amit voros, tavoli voros és kék fény is képes
indukalni (Hisada és mtsai. 2000; Kim és mtsai. 2000; Kircher és mtsai. 2002). A PHYA
sotétben szigoruan a citoplazmaban talalhato, azonban mar egy rovid, néhany perces
fényimpulzus hatasara a sejtmagba kertiil (Kim és mtsai. 2000). Mivel voros fényben a PHYA
gyorsan elbomlik és csak tavoli voros fényben stabil, hosszd tavon csak a tavoli voros fény

képes kivaltani és fenntartani a PHYA sejtmagi importjat. Ezek alapjan elmondhatd, hogy a
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PHYA sejtmagi importja a VLFR és a FR-HIR valaszok korébe sorolhaté folyamatok (Kim és
mtsai. 2000).

A PHYA sejtmagi importja két novényspecifikus fehérjétél fiigg: az FHY1 (FAR RED
ELONGADTED HYPOCOTYL 1) és az FHL (FHY1 LIKE), amiket mutansanalizis soran
fedeztek fel (Whitelam és mtsai. 1993). Ezek a gének két viszonylag kis méretii fehérjét
kédolnak (kb. 200 aminosav), melyek mind egyszikiekben, mind kétszikiiekben
el6fordulnak. Mindkett6 tartalmaz NLS (nuclear localization signal) és NES (nuclear
exclusion signal) fehérjemotivumot az N-terminalisukon, valamint egy szeptinekkel rokon
domeént (SRD - septin releated domain) a C-terminalisukon (Desnos és mtsai. 2001; Zhou és
mtsai. 2005). Ez utobbi a PHYA Ps formajanak specifikus kotésében jatszik esszencialis
szerepet. A kés6bbi kisérletek soran kideriilt, hogy az FHY1 és FHL miikodése
szempontjabdl az NLS és a SRD motivumok a legfontosabbak: virus eredet(i NLS szekvencia
és az SRD domén fuzidjaval egy miikod6képes, mesterséges ,FHY1” molekulat hozhatunk
létre (Genoud és mtsai. 2008). Az FHY1 és FHL molekuldk esszencidlisak a PHYA
jelatvitelében, hianyukban a PHYA jelatvitel nem miikodik, a névények ,vakok” tavoli voros
fényre (Hiltbrunner és mtsai. 2006).

A PHYB-GFP fuziods fehérje vizsgalata soran deriilt fény a PHYB fényfiiggé intracellularis
dinamikajara (Kircher és mtsai. 1999). Sotétben nétt novényekben a PHYB fehérje
nagyrészt a citoplazmaban talalhaté, azonban a sejtmag is tartalmaz jol detektalhato
mennyiségli PHYB fehérjét. Folyamatos fénykezelés hatasara a PHYB sejtmagi szintje
szamottevéen megemelkedik. Leghatékonyabban a voros, kismértékben a kék fény is
el6segiti ezt a folyamatot (Gil és mtsai. 2000). A PHYA-val ellentétben a PHYB sejtmagi
importja lassu, legalabb 1 6ras fénykezelést igényl6 folyamat (lasd: eredmények). Tovabbi
kiilénbség, hogy tavoli voros fénykezelés nem képes a PHYB sejtmagi importjat indukalni. A
PHYB sejtmagi felhalmozddasa az LFR reakcidkra jellemzé viselkedést mutat. Vords fénnyel
elokezelt novények esetében a tavoli voros fénykezelés a sejtmagi PHYB szintjének
csokkenését idézi el6 (Kircher és mtsai. 1999). Kiilonb6z6 csonka PHYB varidnsok
funkcionalis vizsgalata tarta fel a PHYB C-termindlis doménjének esszencidlis szerepét a
sejtmagi importban. A PHYB(1-651)-GFP (a PHYB 1-651 aminosavat tartalmazé fuzios
fehérje) a citoplazmaban, mig a PHYB(625-1172)-GFP fuziés fehérje a sejtmagban lokalizalt
(Matsushita és mtsai. 2003). A C-termindlis domén tovabbi analizise soran kideriilt, hogy a
sejtmagi importban a C-terminalis domén PRD régidja (PHYB(594-917)) jatssza a

f6szerepet. Ez a régio két PAS motivumot tartalmaz, mely fehérje-fehérje kdlcsonhatasok
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kialakitasaért felelés. A PRD régié az N-terminalis doménnel is kélcsonhat Py fliggé médon.
Ami arra enged kovetkeztetni, hogy a PRD régio a sejtmagi import mellett, intramolekularis
kolcsonhatasokon keresztil a P, —Py atalakuldas Kkovette fehérjekonformacios
valtozasokban is fontos szerepet jatszik (Chen és mtsai. 2005), valamint feltehetéen a Py
format stabilizadlja. Ezidaig az egyetlen, a PHYB molekula sejtmagi transzportjaban
bizonyitottan szerepet jatszé fehérje a PIF3 transzkripcios faktor. Izolalt Acetabularia
sejtmagokba a tisztitott PHYB 6nmagaban nem képes belépni. Ha ehhez a rendszerhez
tisztitott PIF3 fehérjét is adtak, a PHYB képes volt a sejtmagba jutni a fényviszonyoktol
fliggetleniil. A tisztitott PHYB(1-450) N-terminalis csak PIF3 jelenlétében, szigoruan Pg
fliggd (voros fény fiiggd) modon képes csak az Acetabularia sejtmagokba bejutni.
Bizonyitottak tovabba, hogy a pifq (pifl/pif3/pif4/pif5) mutans névényekben a PHYB-YFP
fuzios fehérje voros fény indukalta sejtmagi transzportja sériilt (Pfeiffer és mtsai. 2012).
Ezeket az eredményeket dsszefoglalva valdszinlinek tiinik, hogy a PHYB sejtmagi importja
NLS-t tartalmaz6é molekuldkkal val6 kolcsonhatdson keresztiil valésul meg. Ezek a
molekulak feltehet6en a PHYB P, és a Py formaival is kdlcsonhatnak. Fontos megjegyezni,
hogy a P. formaval valdé kolcsonhatas feltehetéen csak a sejtmagi importban jatszik
szerepet, jelatviteli szempontb6l inaktiv. Ez a modell magyarazattal szolgalhat mind a
sotétben nétt novények sejtmagi PHYB szintjére, mind a vordés fénykezelés hatasara

megemelkedd sejtmagi PHYB szintekre.

1.4.10.2 — A fitokromok sejtmagi aggregatumai

A sotétben fejl6dd novényt ér6 fénykezelés hatasara a sejtmagi importtal parhuzamosan
beindul a PHYA és a PHYB sejtmagi komplex-képzddése is. Ezeket a sejtmagi
fehérjeaggregatumokat ,speckle”, ,nuclear bodies” vagy ,photobodies” nevekkel illeti a
szakirodalom, melyek dinamikaja fligg a fénykezelés intenzitasatdl, hullamhosszatol és
id6tartamatol. Sotétben nétt novényekben vords fénykezelés hatdsara perceken beliil
szamos apro ,korai” fehérjeaggregatum keletkezik a sejtmagban, melyek aztan révidesen el
is tiinnek (Bauer és mtsai. 2004; Kevei és mtsai. 2007). Ha a névényeket hosszabb ideji
fénykezelésnek vetjiik ala, néhany ora elteltével ujabb, ,kései” fehérjeaggregatumok
jelennek meg a sejtmagban (Nagatani 2004; Kevei és mtsai. 2007). Ezeknek a mérete sokkal
nagyobb, szdmuk pedig alacsonyabb, mint a korai aggregdtumoké. Ezeknek a sejtmagi
komplexeknek a funkcidja hosszu és intenziv vita targyat képezi a fotobiologusok kérében

(Chen 2008).
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Kimutattdk, hogy a korai sejtmagi aggregatumokban a PHYA, a PHYB és a PIF3
transzkripcids faktor is megtalalhaté (Bauer és mtsai. 2004). A PIF3 azonban csak sotétben
stabil, fényben az aktiv fitokrémokkal (Pr) val6 kélcsonhatas kovetkeztében foszforilalédik
és kb. 30 perc alatt koncentracidja a detektalhatdsagi szint ala csokken (Park és mtsai.
2004; Al-Sady és mtsai. 2006). Ezzel parhuzamosan a PHYA és a PHYB korai aggregatumai
is eltlinnek (Kevei és mtsai. 2007). A PIF3 fehérjének a korai aggregatumok képzddésében
betoltott kozponti szerepét mutatja, hogy a pif3 null mutdns noévényekben ezek az
aggregatumok ki sem alakulnak (Chen 2008). A PIF3 a fitokrém jelatvitel egyik kézponti
eleme és degradacidja a szkotomorfogenezis - fotomorfogenezis programjai kozotti
atkapcsolas egyik kulcslépése. Feltehet6en ennek a degradaciés folyamatnak a fizikai
szinterei a PHYA-val és PHYB-vel képzett korai sejtmagi aggregatumok (Chen 2008).

A kései aggregatumok funkciéjat ezidaig sajnos nem sikeriilt tisztazni. Az intenziv
kutatds eredményeként tobb fehérjét azonositottak, melyek koélcsonhatnak, és a egyiitt
fordulnak el6 a fitokrémokkal a kései aggregatumban. A PHYA esetében ilyenek a PHYA
sejtmagi transzporterei, az FHY1 és az FHL molekuldk (Hiltbrunner és mtsai. 2006; Genoud
és mtsai. 2008). A PHYB sériilt sejtmagi aggregatum-képzése alapjan azonositottak a
HEMERA (HMR) fehérjét. A hmr mutans novényekben sértilt a PHYA, PIF1 és PIF3 fehérjék
fényfiiggd degradacidja. Ez alapjan a HMR fehérje feltehet6en a fitokréom jelatvitel egyik
korai eleme, ami strukturalis hasonldésagot mutat a RAD23 poli-ubikvitin kétd fehérjével
(Chen és mtsai. 2010). Sajnos a jelenség mélyebb, molekularis mechanizmusat ezidaig nem
sikeriilt feltdrni. A sejtmagi fitokrom aggregatumok jelatvitelben betoltott szerepének
megértését tovabb neheziti, hogy a PHYB(1-651)-GFP-DD-NLS (DD - dimerizaciés domén)
fuziés fehérjét kifejez6 a phyB null mutans novények, PHYB taltermeld noévényekéhez
nagyon hasonl6 fenotipust mutatnak. Vagyis jelatviteliik j6l mi{ikodik annak ellenére, hogy a
PHYB(1-651)-GFP-DD-NLS fuziés fehérje nem képes sem korai, sem kései sejtmagi
aggregatumokat képezni (Palagyi és mtsai. 2010).
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2 — Célkitiizések
E munka célja a PHYA és PHYB fehérjék kozvetitette jelatviteli folyamatokban az emlitett
molekuldk N-terminalisan elhelyezked6 névényspecifikus NTE régié szerepének vizsgalata
volt. A fitokromok kutatdsaban a fényérzékelésiikben sériilt mutdnsok fiziolégiai
karakterizdldsa, a fenotipus hatterében all6 gének térképezése, majd milikodésiik
molekularis vizsgalata kozponti mdédszerekkeé valtak. Felmeriil6 kérdéseinket véletlenszeri
és célzott mutagenezissel létrehozott mutdns noévények fizioldgiai és molekularis
vizsgalatain keresztiil valaszoltuk meg, melyeket a kovetkezd, doktori munkam soran
megvalositott pontokban foglalhatunk 6ssze:
* phyA-5 mutans fizioldgiai jellemzése
e A phyA-5 génrdl Kkifejez6dé PHYAY® mutans fehérje sejten beliili dinami-
kajanak feltérképezése.
* a phyA-5 mutacié okozta fiziologiai jegyek hatterében all6 molekularis
mechanizmus megismerése.
* PHYB 86. szerin oldallancanak foszforilalt és defoszforilalt formadit utanzo
fehérjét kifejez6 novények fiziologiai karakterizalasa.
* Az emlitett PHYB verziok sejten beliili dinamikajanak feltarasa.
* A fizioldgiai jegyek és sejten beliili dinamika l1étrejottéért felel6s molekularis

mechanizmus megismerése.
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3 — Anyagok és mddszerek

3.1 — Kisérleti anyagok és élolények

3.1.1 — Taptalajok, tdpoldatok, antibiotikumok
3.1.1.1 — Bakterialis taptalajok

LB (Lisogeny Broth Medium) (pH=7,0):
1% tripton (Reanal), 0,5% éleszt6 kivonat (Reanal), 1% NaCl (Reanal); taptalajhoz: 1,5%

Bacto®-agar (Difco). Autoklavozassal sterilizaltuk.
YEB (pH=7.,0):
0,5% marhahus-kivonat (Difco), 0,1% éleszté kivonat (Reanal), 0,5% Bacto®-pepton

(Difco), 0,5% szachar6z (Reanal), 2 mM MgSO, (csiramentesre sziirve, autoklavozas utan

hozzaadva, Sigma); taptalajhoz: 1,5% Bacto®-agar (Difco). Autoklavozassal sterilizaltuk.

3.1.1.2 — Eleszt6 taptalajok
YPAD (pH=7,0):

1% éleszt6 kivonat, 2% Bacto®-pepton, 2% gliik6z, 0,01% adenin hemiszulfat (Sigma);

taptalajhoz: 1,5% Bacto®-agar. Autoklavozassal sterilizaltuk.
YPG (pH=7,0):
1% éleszt6 kivonat, 2% Bacto®-pepton, 2% glicerin. Autoklavozassal sterilizaltuk.

SD (Synthetic Drop Out Medium) (pH=7.0):

2% glikdz, 0,67% élesztd nitrogén forras (yeast nitrogen base), aminosavak nélkiil
(Difco), 0,64 g/l Leu /Trp~ CSM (Qbiogene) vagy 0,63 g/l His"/Leu /Trp~ CSM
(Qbiogene); vagy 0,77 g Ura™ CSM (Qbiogene), taptalajhoz: 1,5% Bacto®-agar. A taptalaj
pH értékét 1 N NaOH oldattal allitottuk be 5.6 értékre, majd autoklavozassal sterilizaltuk.

3.1.1.3— Novényi taptalajok
AM (Arabidopsis Medium) (pH=5,6+0.,1):
2,16 g/l MS (Murashige-Skoog) sokeverék, 1% szachar6z, 0,4% phytagel (Sigma). A

taptalaj pH értékét 1 N KOH oldattal allitottuk be, majd autoklavozassal sterilizaltuk.

.MS taptalaj (pH=5,6+0,1):
2,16 g/1 MS (Murashige-Skoog) sékeverék, 0,4% phytagel (Sigma). A taptalaj pH értékét
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1 N KOH oldattal allitottuk be, majd autoklavozassal sterilizaltuk.

3.1.1.4 — Sterilizalas
Az Dbakteridlis, éleszt6 és novényi tdptalajokat felhaszndlas el6tt autoklavozassal

sterilizaltuk (15 min, 121 °C, 2 Bar).

3.1.1.5 — Antibiotikumok

Munkank soran az alabbi antibiotikumokat hasznaltuk. Toérzsoldataik elkészitéséhez
megfelel6 oldészerben feloldottuk, majd nitro-cellul6z membranon sterilre sziirtiik dket.
Ebb6l az oldatb6l a sterilizalt tadpoldathoz adagoltunk a végkoncentracié eléréséhez
sziikséges mennyiséget (1. tablazat).

1. tablazat — Felhasznalt antibiotikumok és koncentracidik

Amire hat Antibiotikum Végkoncentracio

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml

Escherichia
i Kanamicin (Km) 50 pg/ml

coli

Tetraciklin (Tet) 100 pug/ml
Kloramfenikol (Cm) 170 pg/ml
Agrobacterium Karbenicillin (Cb) 100 pug/ml
tumefaciens Kanamicin (Km) 50 pg/ml
Rifampicin (Rif) 25 pg/ml
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml

Arabidopsis

BASTA®* 20 000x
thaliana

Klaforan (Cf)** 200 pg/ml

*A BASTA® nem antibiotikum, hanem gyomirtd. Az AgrEvo (Bad Soden, Németorszag) cég altal
forgalmazott oldatot csiramentesre szlirve a fenti higitasban hasznaltuk AM taptalajban.

** A Kklaforan széles spektrumu antibiotikum. AM és MS3 taptalajokhoz nem szelekcié céljabol
adagoltuk, hanem hogy a bakteridlis, els6sorban a maghéj alatt tulél6 Agrobacterium okozta
fert6zés esélyét csokkentsiik.

3.1.2 — Plazmidok leirasa

3.1.2.1 — Bakterialis plazmidok

A mesterségesen létrehozott génkonstrukciok épitéséhez novénybdl szarmazd DNS
darabokat el6szor pBlueScript II SK+ (Stratagene) vektorba klonoztuk. Ezutan
meghataroztuk a klénozott DNS darab szekvencidjat és a genomadatbazissal (TAIR -

http://arabidopsis.org) valé megfelel6 egyezés esetén hasznaltuk az adott klont tovabbi
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munkank soran.

3.1.2.2 — Eleszt6 kétgazdas plazmidok

Az PHYB és foszfovaridnsainak fehérjefuzidit élesztében a pYES2 (Invitrogene) vektor
segitségével fejeztiik ki, mely torzseket aztan az in vitro spektroszkopiai és a
differencialspektrum mérésekhez hasznaltunk. Ez a vektor Amp” bakterialis rezisztencia
gént (B-laktamaz) hordoz ami lehetévé teszi E. coli-ban valé szelekciéjat a klénozas soran.
Eleszt6ben valé szelekcidja az altala hordozott URA3 gén segitségével torténik, mely
lehet6vé teszi a plazmidot tartalmazé transzformalt, uracil deficiens éleszté torzsek
szelekcidjat. A vektor tartalmazza a GALI gén promoterét, mely erdsen indukalhaté a
tapfolyadékhoz adagolt galakt6z segitségével, mig a taptalajban talalhaté gliikéz gatolja a
promoter aktivitasat. fgy a GALI prométer mogé épitett mesterséges gén kifejez6dését
hozzaadott galaktdz segitségével inditottuk be.

Az élesztd két hibrid kisérletekhez a pD153 (Shimizu-Sato és mtsai. 2002) és a pGADT7

(Hiltbrunner és mtsai. 2006) vektorokat hasznaltuk.

3.1.2.3 — Novénybe juttatandé plazmidok

A transzgénikus novényvonalak 1étrehozasahoz a pPCV (Plant Cloning Vector) vektort
hasznaltuk, melyet Dr. Kontz Csaba épitett. A vektor tartalmazza az Agrobaktérium
medialta transzformaciéhoz sziikséges hatar (border) szekvencidkat. Ezek Kkozott
helyezkedik el a bakteridlis Ampicillin / Karbenicillin rezisztenciat biztositdé gén (-
laktamaz), a replikacids origd (ORIcir1), @ mesterséges gének épitését lehetévé tevd klonozo
régio (Multiple Cloning Site - MCS). Itt taldlhaté tovabba a nopalin szintdz gén
transzkripciés terminatora és a transzgénikus novények rezisztencidjat kialakité gén a
nopalin szintdz gén promoéter és termindtor régidéinak szekvenciai kozott. A vektornak ez
utobbi szempontbdl két valtozata van:

1. pPCV-H valtozat: hygromicin rezisztenciat létrehoz6 hipoxantin-guanin

foszforibozil-transzferazt hordoz.
2. pPCV-B valtozat: BASTA rezisztenciat létrehozoé foszfinotricin-acetiltranszferaz gént

hordoz.

3.1.2.4 — Felhasznalt baktérium és éleszt6torzsek
Munkank sordn a mesterséges génkonstrukciok létrehozasahoz az XL-1 Blue Escherichia

coli torzset hasznaltuk. A noévénytranszformaciot Agrobacterium tumefaciens GV3101
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torzsének segitségével végeztiik. Az agrobaktérium transzformacioéjat Escherichia coli S17-1

torzsének segitségével, biparental maiting soran végeztiik. Eleszté kéthibrid kisérletekhez

Saccharomyces cerevisiae a Y189 és AH109 torzseit hasznaltuk. A PHYB fehérje és

foszfovariansainak heterolég expresszidjahoz az InvSC1 (invitrogen®) élesztd torzset

hasznaltuk. A felhasznalt éleszt6- és baktériumtérzsek genotipusai

2. tablazatban

talalhatoak.
2. tablazat — A felhasznalt éleszt6 és baktériumtorzsek
Faj Torzs Genetikai jellemzdk
XL-1 Blue recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 (rk™,mk*) supE44
- ! .
Escherichia coli relAl lac [F" proAB laclqZAM15 Tn10 (Tet")]
S17-1 F~ recA pro hsdR RP4-2 Tcr::Mu Tnr::Tn7 (TmpF, Spc®, Strf)
Agrobacterium GV3101  rpoH* hrcA* pMP9ORK (GmF, Km® Rif¥)
tumefaciens
MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met-,
Y187 4alg0A, URA3:GAL1 ,o-GALL ,p,-lacZ
Saccharomyces MATa trp1-901 leu2-3,112 wura3-52 his3-200 gal44gal80A
cerevisiae AH109 LYS2:GAL1j,-GAL1 1, -HIS3  MEL1  GALZj,¢-GALZp,,-ADE2,
URA3::MEL1j,-MEL1,p-lacZ
InvSC1 MATa his3D1 leuZ trp1-289 ura3-52
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3.1.25—

A dolgozatban szerepld kisérletek soran a kdvetkezd névényvonalakat hasznaltuk fel (3.

tablazat)

Felhasznalt névényvonalak

3. tablazat — A dolgozatban felhasznalt névényvonalak

Faj Hattér Genetikai jellemzdk
Columbia-0 (Col-0) -
vad tipus Landsberg erecta (Ler) -
Wassilevkaya (Ws) -
Columbia-0 phyB-9 (null)!
NI Columbia-0 phyB-211 (null)?
Landsberg erecta phyA-201 (null)®
Wassilevkaya phyA-5 (jelatvitel mutans)*
Landsberg erecta, phyA-201 PHYArom-PHYA-YFP
A’;ZZZZ? ;is Landsberg erecta, phyA-201 PHYArom-phyA-5-YFP
Landsberg erecta, phyA-201 PHYAprom-PHYA-YFP-NLS
Landsberg erecta, phyA-201 PHYArom-phyA-5-YFP-NLS
transzgénikus Columbia-0, phyB-9 35Syrom-PHYB-GFP

vonalak Columbia-0, phyB-9
Columbia-0, phyB-9

Columbia-0, phyB-9/phyB-211

Columbia-0, phyB-9/phyB-211

Columbia-0, phyB-9/phyB-211

35S prom-phy B "P-YFP
35S,com-phy B> YFP
35S rom-PHYB-GFP
35S prom-phy B 5"-YFP
35S,com-phyB>"¢42-YFP

! (Reed és mtsai. 1993)
2% (Nagatani és mtsai. 1993)
*  Prof. Garry Whitelam ajidndékaként Keriilt a laboratériumunkba.

3.2 — Molekularis biologiai és biokémiai modszerek

3.2.1 — Génsebészet

A mesterséges génkonstrukciok épitéséhez felhasznalt novényi promoter és kodold
régiokat PCR segitségével szaporitottuk fel. Templatként novényi genomi DNS kivonatot,
vagy 0ssz-RNS kivonatrol készitett cDNS-t hasznaltunk.

A novényi DNS kivonatot CTAB modszerrel nyertiik. Ennek soran friss, zold levelet
gy(jtottink (kb. 1 cm?) 1,5 ml-es Eppendorf cs6be és 2-3 db 3 mm atmérdjl acél golydt

helyeztiink ra. A mintat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd az Eppendorf csé
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intenziv razadsaval a levél szoveteit porra 6roltiik (Retsch MM301 gép segitségével). Ezutan
500ul 2x CTAB puffert (2% CTAB, 100 mM Tris-HCL pH 8,0, 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 1%
PVP-40, 0,5% B-merkaptoetanol) mértiink a homogenizalt szovetre és a csévet megforgatva
Osszekevertiik annak tartalmat. 30 percig 65°C-on inkubdaltuk a szuszpenzidt, az
oldhatatlan részeket centrifugalassal tlepitettiik (13000-g, 30 s) és a tiszta feliilaszot 4j 1,5
ml-es reakcidcs6be pipettaztuk. A fehérjéket azonos térfogatu fenol-kloroform 1:1 aranyu
keverékével extrahaltuk, a fazisokat centrifugalassal (13000-g, 5 min) kiilonitettiik el, majd
a feliiluszét (vizes fazis) 0j csébe pipettaztuk. A DNS-t 0,1 térfogat 3 M Na-acetat (pH 5,2) és
0,75 térfogat 2-propanol hozzaadasaval kicsaptuk és centrifugalassal iilepitettiink (13000-g
5 min). A feliiliszo6 elontése utan a csapadékot 70%-o0s, majd abszolut etanollal mostuk és
vakuum alatt szaritottuk. A DNS-t 100 pl ultra-tiszta vizben (Millipore MQ) oldottuk vissza
és 2 pl-t hasznaltunk PCR reakcidk templatjaként.

PCR (Polymerase Chain Reaction). A novényi gének DNS szakaszait specifikus primerek
felhasznalasaval PCR reakci6 sordn szaporitottuk fel. Kisebb DNS szakaszok
felszaporitasahoz és genotipizalasi munkakhoz a Taq hdstabil polimerazt hasznaltuk
(Fermentas), mig hosszii DNS darabok szaporitasahoz a Pfu Ultra II HS (Stratagene)
enzimet hasznaltuk a gyarték el6irdsainak megfelel6en.

Az enzimatikus DNS moddositdsokhoz a Fermentas cég altal forgalmazott enzimeket
hasznaltuk, a gyarté altal javasolt korilmények biztositasaval, a hozzajuk ajanlott és
szallitott pufferekben.

A PCR fragmenteket, linearizalt plazmidokat és egyéb restrikciés endonukleazzal kezelt
DNS molekuldkat méretiik alapjan agaréz gélelektroforézis segitségével valasztottuk el
(SeaKem® LE, Cambrex)

A Dbaktériumban szaporitott plazmidokat alkali lizis segitségével tisztitottuk ki
(Birnboim & Doly 1979). A klénozashoz és szekvenalashoz hasznalt plazmidokat tovabb
tisztitottuk 20 U RNAse A enzim (Fermentas) hozzaadasaval (15 perc 37 °C), fenol-
kloroform 1:1 elegyével extrahaltuk, majd a DNS-t kicsapas (0,1 térfogat 3 M NaOAc pH 5,2,
2 térfogat 100% etanol), centrifugalas (13000-g, 5 perc), etanolos mosas és szaritds utan

ultra-tiszta vizben (Milli-Q, Millipore) feloldottuk.

3.2.2 — Novénybe és élesztObe transzformalt génkonstrukciok

Y EVe

hosszii szakaszat a phyA_prom. F és phyA CDS_R primerek segitségével Kkeriilt
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felszaporitasra, Ws és phyA-5 novényekbdl szarmaz6 genomi templat DNS-rél. A kapott
fragmenteket Xhol és Smal emésztés utan pBluescript SK II+ vektorba ligaltuk. Az igy
kapott fragmenteket MCS-YFP pPCV-B és MCS-YFP-NLS pPCV-B binaris vektorokba
klonoztuk, melynek eredményeképp el6alltak a: PHYAywom-PHYA-YFP, PHYArom- PHYA- 5- YFP,
PHYAprom-PHYA-YFP-NLS és PHYAyrom- PHYA- 5- YFP-NLS génfluzidkat hordozé
novénytranszformalashoz hasznalt binaris vektorok.

A 358,.om-PHYB-YFP Kkonstrukcié épitéséhez a PHYB kdédolé régidjat cDNS-rél specifikus
primerekkel szaporitottuk és Xbal - Stul fragmentként illesztettiik a 35S;,om-MCS-YFP
pPCV-B binaris vektor multiklonoz6 (MCS) régidjanak Xbal - Smal helyei kézé. Ebbe a
konstrukcidba vittiik be a Ser86Asp és a Ser 86Ala szubsztituciékhoz sziikséges mutaciokat
a QuikChange II helyspecifikus mutagenezis kit (Stratagene) segitségével. A Ser86Asp
szubsztiticiét a PHYB(Ser86Asp)_F és a PHYB(Ser86Asp)_R, mig Ser86Ala szubsztituciot a
PHYB(Ser86Ala)_F és a PHYB(Ser86Ala)_R primerek felhasznalasaval hoztuk létre.

Az éleszt6 Kkéthibrid kisérletekhez a kordbban leirt PIF3-pGAD424, PHYA pD153
(Shimizu-Sato és mtsai. 2002), PHYA(1-406) pD153, FHY1 pGADT7 és FHL pGADT7
(Hiltbrunner és mtsai. 2006) vektorokat hasznaltuk. A PHYA-5(1-406) pD153 vektor
elkészitéséhez phyA-5 fragmentet a PHYA_F és a PHYA-5(406)_R primerek segitségével PCR
vektort hasznalva templatként. Az igy kapott fragmentet BamHI - HindIll fragmentként
ligaltuk a pD153 vektor BamHI - HindIII helyei kozé.

A PHYB(1-651), PHYB®*"®4r(1-651), PHYB*"™®*?(1-651) fragmenteket a PHYB_F és a
phyB(1-651)_R primerek segitségével PCR reakci6kban szaporitottuk fel, majd Xbal - Smal
fragmentként klonoztuk pD153 vektor Xbal - Smal helyei kozé.

A PHYB-YFP, phyB*™644.YFP és a phyB*™®4-YFP génfuziokat a PHYB_CDS_F és a YFP_R
primerek segitségével PCR reakciokban szaporitottuk a génfuziokat tartalmazé pPCV-B
vektorokat hasznalva templatként. Ezutan a fragmenteket Xbal enzimként ligaltuk a pYES2
éleszt6 expresszios vektorba.

Az elkésziilt vektorok és klonok DNS szekvencidit automatizalt szekvenalassal

ellendriztiik. A felhasznalt oligonukleotidok szekvenciait az 4. tablazat tartalmazza.
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4. tablazat — A mesterséges génkonstrukciok eléallitadsahoz hasznalt oligonukleotidok.

oligonukleotid neve 5' —3' szekvencidja
PHYA_prom._F AAACTCGAGGAGAAGAAGAAAGAGATAAC
PHYA_CDS_R CCCGGGCTTGTTTGCTGCAGCGAGTTCCG
PHYB(Ser86Asp)_F CGACTACTCACAAGATCTTAAGACGACGACGTACG
PHYB(Ser86Asp)_R CGACTACTCACAAGATCTTAAGACGACGACGTACG
PHYB(Ser86Ala)_F CGTACGTCGTCGTCTTAAGTGCTTGTGAGTAGTCG
PHYB(Ser86Ala)_R CGACTACTCACAAGCACTTAAGACGACGACGTACG
PHYA_F TTTGGATCCATATGTCAGGCTCTAGGCCGAC
PHYA(406)_R TTTCCCGGGGTGTTATCGAGTTCCACCTCC
PHYB_F AAATCTAGAGA AACAATGGTTTCCGGAGTCGGG
PHYB(1-651)_R GAGCCCGGGTGCACCTAACTCATCAATCCC
PHYB_CDS_F AAATCTAGAATGGTTTCCGGAGTCGGGGGTAG
YFP_R AAATCTAGATTACTTGTACAGCTCGT

3.2.3 — Génkifejezddés vizsgalata

A novényi gének kifejez6désének mérését reverz transzkripcio kapcsolt kvantitativ PCR
(RT-qPCR) segitségével végeztiik.

Novényi 0ssz-RNS kivonasat a Plant RNeasy Mini Kit (Qiagene) segitségével végeztiik. Az
igy kapott RNS-bdl random hexamer primerek segitségével, a RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit-tel (Fermentas) szintetizaltunk cDNS-t. Az RT-qPCR reakciok 6sszeallitasahoz
a Power SYBR® Green PCR Master Mix-et (Applied Biosystems) hasznéltuk. A cDNS-ek
képiaszamanak mérését ABI Prism 7300 (Applied Biosystems) Real Time PCR
rendszerének segitségével végeztiik. A kisérletek soran a PHYA , PHYA-5 és a PRR9 mRNS-ek
szintjeit TUBULIN 2/3 mRNS-hez, mint belsé kontrollhoz képest hataroztuk meg, a cDNS-
sel komplementer primerek felhasznalasaval. A génindukciot a kezeletlen és a kezelt minta
PRR9 |/ TUBZ/3 mRNS-ek aranyainak hanyadosab6l képeztik. A felhasznalt

oligonukleotidok szekvencidit a 5 tdblazat tartalmazza.

5. tablazat — A RT-qPCR kisérletekhez hasznalt oligonukleotidok.

oligonukleotid neve 5' —3' szekvencidja
PHYA-RT-F ATCTAGAGATCAGGTTAACGCA
PHYA-RT-R CCTTCTTCTGACACATCTTCC
TUB2/3-R CCAGCTTTCGGAGGTCAGAG
TUB2/3-F CCAGCTTTGGTGATTTGAAC

TUB2/3-R CCAGCTTTCGGAGGTCAGAG
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3.2.4 — Novényi 0ssz-fehérje tisztitasa

50-100 mg noévényi mintat 1,5 ml-es centrifuga csébe tettiink, majd folyékony
nitrogénen lefagyasztottuk. A fagyott mintat homogenizaltuk, majd 5 térfogat fehérje
kivono puffert (65 mM Tris-HCI, pH 6,8, 4 M urea, 5% ("/v) SDS, 14 mM (3-merkaptoetanol,
15% (V/v) glicerin, 0,05% (™/v) bromfenolkék) mértiink ra. A homogenizalt szovetet 95 °C-
on 5 percig inkubaltuk, majd az oldhatatlan részeket centrifugalassal iilepitettiik (10 min,
13000-g). A tiszta feliiluszot 0j centrifugacsébe szivtuk at. A protein koncentraciét
amidoblack mddszer segitségével hataroztuk meg BSA kalibraci6 ellenében (Schaffner &

Weissmann 1973).

3.2.5 — Fehérjeszint specifikus meghatarozasa Western blot
mobdszerrel

A fitokromok és fuzios fehérjéik mennyiségi meghatarozasahoz mintanként 20ug 6ssz-
fehérjét tartalmazé kivonatot futtattunk meg, 8%-os denaturald, SDS-poliakrilamid gélen,
Tris-glicin-SDS futtatépufferben (2,5 mM Tris, 192 mM glicin, 0,01% (™/v) SDS). Az
elvalasztott fehérjéket elektroblot késziilékkel (Bio-Rad) vittiikk 4t Immobilion®-P PVDF
membranra (Millipore), a gyartok utasitdsainak megfelelGen.

A membrant ezutan blokkoltuk 2,5% (™/v) tejpor oldataval, blokkolé pufferben (100 mM
Tris-HCl pH 7,4, 200 mM NacCl, 0,05% (™/v) Tween 20), kettévagtuk, hogy a nagyobb
moltomegli PHYA vagy PHYB és kisebb moltomegli belsé kontrollként valasztott ACTIN
fehérjéket ki tudjuk mutatni. Ezt kovetéen a membranokat 10 percig mostuk mosoé
pufferben (50 mM Tris-HCI pH 7,4, 200 mM NacCl, 0,05% ('/v) Tween 20).

A PHYA kimutatdsahoz o-PHYA antitest (nyulban termelt, poliklondlis antitest, Dr.
Eberhard Schafer ajadndéka), mos6 pufferben 1000-szeresére higitott oldatat hasznaltuk.
Ezeknek a kisérleteknek a bels6 referencidjat az aktin fehérje mennyisége adta, aminek
kimutatasahoz o-ACTIN (egérben termelt monoklonalis, Sigma) 1000-szeresére higitott
elsédleges ellenanyagot hasznaltunk. 1 6ras szobahdén valé inkubacié utdn az antitestek
feleslegét harom egymast kovetd, 10 perces moséd pufferes mosassal eltavolitottuk. A
membranokat ezutan mosé pufferel 5000-szeresére higitott alkalikus-foszfataz kapcsolt
masodlagos antitestek (PHYA esetében: nyul IgG ellenanyag, Bio-Rad; ACTIN estében: egér
IgG ellenanyag, Sigma) oldataban inkubaltuk 1 6ran at, szobahdn. A masodlagos antitestek
maradvanyait 3 egymast kovetd, 10 perces mosoé pufferes mosassal tavolitottuk el. Ezutan a

membranokat el6hivo pufferben (100 mM Tris-HCl pH 9,7, 100 mM Nacl, 0,05 mM MgCl,)
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mostuk, majd a membranokat 0,0075%(™/v) NBT és 0,005%(™/v) BCIP tartalmu el6hivo
pufferben inkubaltuk, amig a jel jol lathatovd nem valt. A membranokat ezutan
megszaritottuk és beszkenneltiik.

A PHYB-YFP és PHYB-GFP kimutatasdhoz torma peroxiddzhoz kotott o-GPF antitest
(egérben termelt, monoklonalis, Milteny Biotech) 10000-szeresre higitott oldatat
hasznaltuk (1 h, szobahd), majd haromszori 10 perces mosé pufferes mosast kdvetden az
ECL kit (GE Health Care) és fényérzékeny film segitségével tettiik lathatéva a jelet. Ezeknek
a kisérleteknek a bels6 kontrolljat az ACTIN fehérje adta, melyet a-ACTIN elsédleges
antitest (egérben termelt monoklonalis, Sigma) és torma peroxidazhoz kotott o-IgG
masodlagos antitest (egér IgG ellen, Sigma) és ECL kit (GE Health Care) segitségével tettiink

lathatéva a mar leirt modon.

3.2.6 — In vivo és in vitro spektroszkopia

A fitokromok mennyiségének, valamint P, és P aranyanak meghatarozasa a fitokrom
molekula spektralis tulajdonsagain keresztiil lehetséges él6 novényben vagy élesztd
sejtekben. A 2. dbra A) paneljén lathat6 a fitokromok P, és Py konformereinek abszorbcids
spektruma, melyek kozott a legnagyobb kiillonbség 660 nm és 730 nm hulldmhosszokon
van. Egy kilon erre a célra épitett spektrofotométerben (RatioSpec) 730 nm hullamhosszon
meértiilk a minta abszorpcidjat, aminek értéke a minta Py konformaciéju fitokrom
tartalmaval aranyos. Referenciapontként a 800 nm hullimhosszon mért abszorpciét
hasznaltuk, mert itt a P, és P formak abszorpciéja azonos. A mérés alapvetéen két részre
tagolhato:

1. Az els6 részben a kiilonboz6 fény kezeléseken atesett minta abszorpciojat mértiik,
ami a kezelés hatdsara kialakulé Py mennyiséggel aranyos abszorpcios értéket
eredményez.

2. A masodik szakaszban intenziv tavoli voros (Emax=730 nm) és voros (Emx=660 nm)
pulzusokkal kezeltiik a mintat (aktinikus fény) és minden fénykezelést kovetGen
meértiik 730 nm-en a minta abszorpcidjaban bekdvetkezd valtozast. Ebben a
szakaszban a az elérhet6 legmagasabb P, és Ps mennyiségeket allitottuk eld.
Abszorpciéjuk kiilonbsége megadja az 0ssz-fitokrom, vagy ahogy Aaltalaban
hivatkozok ra, a Py értékét. Ezt a masodik szakaszt legaldbb négyszer ismételtiik és

részeredményeit atlagoltuk.
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7. abra A RatioSpec mérés soran kapott nyers eredmén

A mérés els6 felében (Pr mérés), a mérést megel6z6 fénykezelés sordn létrejott Pg
mennyiséggel aranyos relativ abszorpciot mérjik. Ezutdn erds tavoli vords fénnyel az
Osszes fitokromot P, formaba alakitjuk. A két abszorbci6 kiillonbsége a mérést megel6z6
kezelések altal létrehozott P mennyiséggel aranyos (1. kiilonbség). A mérés masodik
fele (Pw: mérés) erds vords besugarzassal kezdddik, ami az elméletileg lehetséges
maximalis Ps mennyiséget hozza létre (Pw: 85%-a) ezért az abszorpciéo né és a 2.
abszorpcids kiilonbség a minta 6sszfitokréom tartalmaval lesz ardnyos. A mérés tovabbi
részében voros és tavoli voros besugarzasok valtjak egymast, kozottiik pedig mérjik az
abszorpciét. Kiilonbségeiket (2.-12. kiilonbség) atlagolva és 1/0,85-tel (=1,17647)
korrigalva kapjuk az dsszfitokroém Py értékét.

A méréshez hasznalt n6vényi minta tomegének mérésével nem csak a Pi mennyiség
Osszfitokromhoz (Py:) vald viszonya hatarozhaté meg, hanem a névény egységnyi tomegre
vonatkoztatott fitokromtartalma is, ami lehetdvé teszi az fitokrdm mennyiség id6beli
valtozasanak mérését (pl.: degradacios kinetika). A modszerrel nyert nyers adatokat és
azok értelmezését az 7. 4bra mutatja be.

Az in vitro differencial spektroszkoépiai méréseket az Ocean Optics cég (USA, Dunedin)
HR4000 linedris CCD  detektorral felszerelt nagy felbontdst, ultragyors
spektrofotométerének segitségével végeztiik. A méréshez hasznalt fényforrds szintén az
Ocean Optics cég DT2-MINI-GS kvarc halogén és deutérium lampakkal felszerelt kombinalt

fényforrasat hasznaltuk. A méré fényt és a mintan athaladé fényt szaloptika vezette a



Anyagok és modszerek 40

mintahoz és a spektrofotométerbe. A mérés soran a PHYB-t és foszfovariansait aktinikus
fény segitségével alakitottuk Py vagy P. formaba, melyhez a fényt egy szintén szaloptikas
kimenetli 150 W-os kvarc halogén lampa szolgalt fényforrasként. A lampa fényébdl
interferenciafilterek (Schott) segitségével allitottuk elé a vords (Ps forma, Tmnax=660 nm,

6 W-m™) és a tavoli voros (P, forma, Tmax=715 nm, 6 W-m™) aktinikus fényt.
3.3 — Baktériumokon alkalmazott eljarasok

3.3.1 — Escherichia coli torzsek transzformacioja

A Kklénozasok sordn hasznalt XL-1 Blue és az Agrobacterium tumefaciens
transzformaldshoz hasznalt S17-1 E. coli torzseket Inoue és munkatarsai altal leirt médon
tettiik alkalmassa a plazmidok felvételére (Inoue és mtsai. 1990). Az igy készitett
sejtszuszpenziok adagjait -80 °C-on taroltuk a transzformdalds megkezdéséig. Ehhez a
sejtszuszpenziét el6szor felolvasztottuk (15 min, jégen), majd hozzd adtuk a
transzformalashoz hasznalt plazmidot (~1 pg DNS), vagy a ligalasi reakcidelegyét és
pipettaval egyszer felszivva alaposan dsszekevertiik. A sejtszuszpenzidt jégen inkubaltuk
(30 min), majd hésokknak vetettiik ala (42 °C, 2 min). A sejteket ezutdn jégre visszatettiik
(30 min), majd 1 ml LB tapoldatban razattuk (37 °C, 1 h), hogy az antibiotikum-rezisztencia
gének kifejez6dése beindulhasson. A sejteket megfelel6 antibiotikumot tartalmaz6 LB

taplemezre szélesztettiik és 37 °C-on éjszakan at novesztettik.

3.3.2 — Agrobacterium tumefaciens transzformaciéja

Agrobacterium transzformaciéjahoz Escherichia coli S17-1 moédositott torzsét
hasznaltuk, mely kromoszémadjara integraltan hordozza az eredetileg az F' plazmidon
koédolt pilus képzéshez és a plazmidok atviteléhez sziikséges géneket. A novényekbe
juttatand6 mesterséges génkonstrukciot hordozo binaris vektort (pPCV-B) el8szor E. coli
S17-1 torzsébe transzformaltuk, majd a transzformdans telepek egyikét szelektiv LB
tdpoldatba leoltottunk. Ezzel egy id6ben A. tumefaciens GV3101 torzsét is leoltottuk a
Rifampicin, Gentamicin, Kanamicin tartalmu YEB tapoldatba és éjszakan at novesztettiik a
sejteket. Masnap a két kultara 200-200 pl-ét egy steril 1,5 ml-es centrifugacsébe
pipettaztuk és centrifugalassal (3000 xg, 1 perc) lilepitettiik a sejteket. A felliliszot
ledntottiik és a maradék folyadékban pipettaval felszuszpendaltuk a sejteket. A keveréket

nem szelektiv YEB tdplemezre cseppentettiik és éjszakan at hagytuk néni, hogy a plazmid
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atvitele megtorténjen. A kovetkez6 nap a baktérium kultarat Rifampicin, Gentamicin,
Karbenicillin tartalmt szelektiv YEB taplemezre szélesztettilk. Harom nap mulva
passzaltuk, amibdl ekkorra mar kihaltak az E. coli S17-1 sejtek. Az igy el6allitott a vonalakat

hasznaltuk a névények transzformalashoz
3.4 — Eleszt6n alkalmazott eljarasok

3.4.1 — Saccharomyces cerevisiae transzformacioja

A kisérletek soran hasznalt élesztd torzsekbdl 5 ml-es starter kulturat inditottunk YPAD
tdpoldatban és éjszakan at, razatva novesztettiik a sejteket (160 rpm, 30 °C). Masnap a
starter kultira 2 ml-ét atoltottuk 50 ml YPAD tapoldatba és addig novesztettiik a sejteket,
amig a kultdra ODgo értéke 0,4-0,6 értékek kozé nem keriilt (kb. 4 h). Ezutan a sejteket
centrifugalassal ilepitettiik (3000-g, 5 perc) és kétszer egymds utdn megmostuk 25 ml
steril, desztillalt vizben. A sejteket ezutdn 1 ml steril desztillalt vizben felszuszpendaltuk és
100 pl-es adagjait 1,5 ml-e Eppendorf cs6be mértiik. Az adaghoz a kovetkezd
transzformaciot elsegitd anyagokat adtuk: 240 pl 50%-0s PEG 3350, 36 ul 1 M LiOAc, 50 pl
2mg/ml forralt ssDNA, 34 ul viz a plazmiddal, vagy plazmidokkal. A sejteket és a
hozzaadott anyagokat vortexszel 6sszekevertiik, majd 1 6raig 42°C-on inkubaltuk éket. A
sejteket ezutan centrifugaban iilepitettiik, a feliiluszaét leszivtuk, a sejteket pedig 1 ml steril
desztillalt vizben felszuszpendaltuk. A szuszpenzié 10 és 100 pl-ét megfelel6 szelektiv

taptalajra szélesztettiik és 2 napig 30 °C-on inkubaltuk (Gietz & Schiestl 2007).

3.4.2 — Az InvSc1 éleszto torzsben termeltetett PHYB és PHYB
foszfovarians fehérjék

A PHYB-YFP, vagy valamelyik PHYB foszfovariansat kifejezd éleszt6 vonalbdl starter
kultirat inditottunk 100 ml SD /Ura™ tdpoldatban. A kultairat éjszakdn at razatva
novesztettilk (160 rpm, 30 °C), majd 4°C-on taroltuk. A starterkultiurat 1000 ml YPG
tapoldatba leoltottuk és 15 oOran at razatva novesztettiik (160 prm, 30°C). A YPG
tapoldatban 1évé glicerint nehezen hasznosithat6 szénforras az éleszt6 sejteknek ezért a 15
ora elteltével még nem jutottak tal novekedésiik logaritmikus fazisan. Az
élesztokulturakban a fuziés fehérjék kifejez6dését 20g (~2%) D-galaktéoz por
hozzaadasaval indukaltuk, majd a kultirdkat tovabbi 4 6érdn at razatva noévesztettiik

(160 rpm, 30 °C). Ezt kovetGen a sejteket centrifugadban tilepitettiik (1500-g, 15 perc) és
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kétszer mostuk 80 ml PBS pufferben (137 mM NaCl, 2 mM KCl, 10 mM Na,HPO,, 1 mM

KH,PO, pH 7,4). A megmosott sejteket 10 ml, PBS pufferben oldott, 30%-0s DMSO (dimetil-

szulfoxid) oldatban szuszpendaltuk fel. Az ezt kovetd 1épéseket zold biztonsagi fény alatt
kiviteleztiik. A sejtszuszpenzidhoz 2 pl 5 mM-os PCB kromofért adtunk és 20 percen
keresztiil inkubaltuk. A DMSO lehet6vé tette a PCB élesztd sejtekbe jutasat, ahol a PHYB
apoprotein autokatalitikus billin liaz aktivitasdnak készonhetéen létrejott az érett PHYB
fehérje. A folos PCB-t és a DMSO-t két egymast kovetd, 40 ml PBS pufferrel val6 mosassal
tavolitottuk el. Végiil a sejteket 10 ml PBS pufferben szuszpendaltuk fel és ezt hasznaltuk a

tovabbi kisérletekhez.
3.5 — Novényeken alkalmazott eljarasok

3.5.1 — Novények el6készitése és nevelése

A kisérletek soran hasznal névények magjait beaztattuk, majd 2 napig 4 °C-on hideg-
kezeltiik. Ezutan a magok felszinét 30%-osra higitott Domestos (Unilever) oldattal 15 percig
sterilizaltuk. A NaOCI és a detergens maradvanyokat 3 egymast kovetd steril vizes mosassal
tavolitottuk el. Transzformalds utdn a magokat 16 cm atméréjli szelektiv AM taptalajra
szélesztettiik. A biokémiai vizsgalatokhoz és in vivo spektroszképidhoz nevelt novényeket
1,MS taptalajara szélesztettiik. A taptalaj felszinét 1 réteg steril szlir6papirral takartuk, a
konnyebb mintaszedés érdekében. A hipokotil rovidiilés méréséhez a magokat egyesével
szélesztettiik, olyan 72MS taptalajt tartalmazd Perti-csészére melynek felszinét 4 réteg
szlir6papir takarta. Ezutan a magokat 12 6ras fehér fénykezelésnek vetettiik ala, mely

beinditotta a csirazast.

3.5.2 — Novénytranszformacid

A transzformalashoz hasznalt névényeket 3 hétig rovid nappalon (8 h fény/16 h so6tét),
ezt kovetéen hosszi nappalon (16 h fény/8 h sotét) liveghazban neveltiik. A viragzas
beindulasat kdvetden a virdgzatokat a névényekbe juttatandd mesterséges génkonstrukciot
hordoz6 Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsét tartalmazé szuszpenzidéba martottuk.
A szuszpenzid elballitasahoz az Agrobacterium-ot szelektiv YEB tapoldatban novesztettiik.
A starter kultarat 2 ml YEB tapoldatban éjszakan at novesztettiik, amit a masodik nap

50 ml, majd a harmadik nap 300 ml szelektiv YEB tapoldatba (Rifampicin, Kanamicin,
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Karbenicillin) oldottunk at. A negyedik nap a szuszpenziot lecentrifugaltuk (5000-g,
15 perc) majd 5%-os szacharéz oldatban felszuszpendaltuk. Ehhez az oldathoz 70 pl
Silvet-77 (Lehle seeds) tapadasfokozd szert (erés detergens) adagoltunk, ami elésegitette a
szuszpenzié beszivodasat a novény szoveteibe. A transzformalandé noévények virdgzatat a
szuszpenzidba martottuk. Az elsé transzformaciot akkor végeztiikk, amikor a viragzati
tengely kb. 10 cm magas volt, a masodik transzformaciét 6 nappal késébb (Clough & Bent
1998).

3.5.3 — Mikroszkdpos kisérletek

A YFP és GFP (Yellow/Green Fluorescent Protein) fuzids fehérjék lokalizaciéjat a névényi
sejtekben Axioplan II (Zeiss, Németorszadg) mikroszkép segitségével vizsgaltuk. A
gerjesztéfényt HBO 100 (Osram) higanygézlampa szolgaltatta. A gerjesztd fényt és a
YFP/GFP kibocsatotta epifluoreszcens fényt specifikus szliré készletekkel valasztottuk el
(AHF Analysetechnik, Tiibingen):

* YFP filter szett:

gerjesztéfény szliréje: HQ 500/20, nyalaboszté: Q 515/LP, fluoreszcens fény sziiréje:
HQ 636/30
* GFP filter szett:
gerjesztofény sziiréje D436/20, nyalaboszto: 455DCLP, fluoreszcens fény sziiréje:
HQ 485 LP
A vizsgalatok sordn Plan-APOCHROMAT 63-szoros nagyitasd olaj immerzios objektivet

hasznaltunk (Zeiss, Oberkochen).

3.5.4 — Fitokrom fuzios fehérjék sejtmagi importjanak szemikvantitativ
mérése

A sejtmagi import szemikvantitativ mikroszk6pos mérésének soradn 4 napos sotétben
hasznaltunk. Hogy a nagy intenzitdsu gerjeszté fény hatidsat minimalizaljuk, a kezelt és
kezeletlen novények hipokotiljanak fels6 harmadaban elhelyezkedd epidermisz sejtek
sejtmagjat DIC (Differential Inteference Contrast) segitségével kerestiik meg z6ld biztonsagi
fényben (525 nm, mivel a fitokrémok fényérzékenysége itt minimalis). Ezutan készitettiik el
a fluoreszcens képeket, minden minta esetében legalabb 40 kép késziilt. PHYA-YFP

esetében csiranovényenként egy, PHYB-YFP és PHYB-GFP esetében csirandvényenként
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maximum két kép késziilt, hogy minimalizaljuk a gerjeszt6fény sejtmagi importra gyakorolt
befolyasat. Az ezt kovet6 képfeldolgozas soran a nuklearis fluoreszcencia intenzitasat
Image] (National Institute of Health) program segitségével hataroztuk meg a fluoreszcens
képeken, mint Average Gray Value. Majd ebbdl az értékbdl kivontuk az adott sejtmaghoz
tartozé vakuolaris régid fluoreszencidjat (Average Gray Value) ami hattér-fluoreszcenciat
reprezentalta. Az igy kapott fluoreszcencia értékeket atlagoltuk és a sotétben nevelt

kontroll névények sejtmagi fluoreszenciajara normalizaltuk.

3.5.5 — Hipokotil rovidiilési valasz

A csirandvények életének egyik jol jellemzett folyamata a hipokotil megnyulas. A
folyamat jol karakterizalt és szigorq, els6sorban a fénykoriilményektdl fliggé szabalyozas
alatt all. A fénykezelés hatasara kialakul6 hipokotil hossz mérésével fontos informaciékat
nyerhetiink a fotoreceptorok és azok jelatviteli lancainak miikodésérol. A kisérletekben
hasznalt novényvonalak magjait olyan 7%:MS taptalajt tartalmazé Petri-csészére
szélesztettiik, melynek felszinét 4 réteg sziir6papirral takartuk. Ezutan a Petri csészékbdl 9
csészét tartalmazéd tornyot épitettiink és fekete kartonpapir csébe helyeztiink. Ezt az
épitményt a kisérletek soran feliilrél vilagitottunk meg és a csészéken levé sziir6papir
takarasnak koszonhetSen a fény szérédason és visszaverddésen ment Keresztiil. Igy a
fényintenzitas Petri-csészérdl Petri-csészére csokkent. Az egyes csészéken novekedd
novényeket érd fényintenzitas kalibracié utdn (X1-1 tipusu fényintenzitas mérdvel,
Gigahertz Optik, Németorszdg) a fels6 csészét éré fény intenzitasabdl és a csésze
helyzetébdl kiszamithatd.

Kiilonb6z6 intenzitasu fénykezelésnek kitett csirandvény populaciok atlagos, a sotétben
fejlodott csirandvényekéhez viszonyitott hipokotilhosszat a fényintenzitas fliggvényeként,
linearis-logaritmikus skalan abrazoltuk. Az igy nyert gorbe lefutasa a vizsgalt fotoreceptor
és jelatviteli lancanak mikodésére jellemzd. A gorbe eltolédasa kisebb, vagy nagyobb
fényintenzitas iranyaba a fotoreceptor miikodésében, vagy jelatvitelében bekovetkezett

valtozas karakteres jellemzdje. Egy példat a 8. abra mutat be.
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8. abra — A hipokotil névekedés fényintenzitas fligg6 gatlasa.
Az Arabidopsis csiranévények hipokotil megnyuildsdnak gatldsa harom szakaszra

tagolhatd (piros gorbe). Nagyon alacsony fényintenzitds nem képes valaszreakcidt
beinditani (1-4 intenzitasok). A masodik szakaszban a hipokotil megnyulas gatlasa a
fényintenzitds logaritmusaval aranyos (4-5 intenzitasok kozott) Majd a valasz eléri
maximalis értékét, ezutan a fényintenzitas tovabbi ndvelése nem képes a valaszreakciot
tovabb fokozni (6-8 intenzitdsok kozott). A halvanyvorés gorbék a csokkent vagy
megnovekedett fényérzékenységgel rendelkezé fotoreceptort kifejezd vagy jelatvitellel
rendelkez6 novényvonalak valaszat illusztraljak.

3.5.6 — A PHYA akcidspektrumanak méreése

A PHYA fiziologiai hatasanak hullamhosszfliggését a hipokotil megnyulas gatlasan
keresztiilkovettiik. 4 napig kiillonb6z6 hullamhosszisagu és intenzitasu tavoli voros fény
alatt novesztettink Ws és phyA-5 csirandvényeket. A negyedik napon megmértik a
kiiléonbo6z6 koriilmények kozott fejlédott csirandvények atlagos hipokotil hosszat. A kapott
eredmények alapjan kiszamoltuk a 60%-o0s novekedés gatldshoz tartozd fényintenzitast
minden hullimhosszon. Ezutan vettiik az intenzitasok reciprokat, mert ez az érték aranyos
az adott hullamhosszon a PHYA-nak és jelatvitelének az érzékenységével. Végil az
érzékenység értékeket a legnagyobb értékre (718 nm) normalizaltuk és a relativ
érzékenysége értékeket a hullamhossz fliggvényében abrazoltuk.

A Kkisérletek soran fényforrasként erre a célra atalakitott Prado (Leitz, Németorszag)
vetitdgépet hasznaltunk. A fényt egy 250 W-os halogén izz6 szolgaltatta, amibdl a Schott
(Németorszag) cég kis félérték szélességli (<12 nm) interferenciafiltereinek segitségével

allitottuk el6 a kezelések soran hasznalt fényt.
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4 — A phyA-5 allél vizsgalata

4.1 — A psm fenotipust 1étrehoz6 mutans 10kusz azonositasa

A mutansanalizis, ahogy azt mar a bevezet6ben is emlitettem, a fitokrom kutatas egyik
kézponti mdédszerévé valt. A psm (phytochrome signalling mutant) mutans névényt Garry
Whitelam laboratériumaban izolaltak, Wassilevskya (Ws) hatter(, etil-metil szulfonattal
(EMS) mutagenizalt magpopulaciébodl, mint tavoli voros fényben csokkent fizioldgiai valaszt
mutaté mutans. Egy korabbi munka soran bebizonyosodott, hogy a mutadns fenotipusa

menekithetd, ha a PHYA-GFP ftziés proteint a viralis 355, vagy az endogén PHYA promdter

kromofar
c323
T [esd) s e
n ) v > o /
% L o &
230
v

Arabidopsis  phyA-5 ----IAQTTVDVKLHADFEES------- GS--STDYSTSVR-VIGP--VVEN
Arabidopsis PEYA ————TAQTTVDAKLHADFEES——————— GS--STDYSTSVR-VIGP--VVEN

PEY3  MSKATQQYTVDARTHAVFEQS---GESC—K--STDYSQST-——KTT--TYGS
Arabidopsis PHY( ----SSQVLVDAKLHGNFEESE-—----- R--LFDYSASINLNMPS--S5CE
Arabidopsis PEYD  A---IQQYTVDARLHAVFEQS---GES-GK--SFDYSQSRKTA----- PYDS
Arabidopsis PEYZ ————TAQYSVDAALFADFAQSIYT-—--GK--SFNYSKSVISP-—————- 2N
Nicotiana PIYA -———IAQTTIDAKLIADFELS
Cucurbita PEYA ————TAQTSVDANVQADFEES Kétszikiiek
Glycine PEYA ———-MAQATVDAKTHATFEES
Pisum PHYA I---IAQTTVDAKLHATFEES
Populus PEYA ----IAQTTVDAKLHADFEES
Solanum PHYA -——-IAQTSIDAKLHADFEES-
Solanum PEY31  A---IAQYTADARLHAVFEQS---GES-GK--STDYSQSVK-—————- TTTQ
Solanum PEY32  LSKAVAQYTTDARLHAAFEQS---GES-GK--NFDYSQSVRNS-—----- TE
Oryza PHYA I---LAQI'TLDAELNAEYEEY-——-—-~- GD--SEDYSKLVEAQRTT--GPEQ
Avena PHYA  V---LAQTTLDAELNAEYEES-—————- GD--STDYSKLVEAQRDG--EPVQ Egysziktiek
Sorghum PEYA I---LAQTTLDAELNAZYEES-—————- GD--STDYSKLVEAQRST--BSEQ Y
Triticum PEYA  V---LAQTTLDAFLNAEFEES------- SD--SFDYSKLVEAQRDTPTVLQE
Picea PHYA -——-ITOTPVDAKLOAEFE----—---— GSVHSTDYTKSI-DISGD----55 Nyitvatermék
Pinus PEYA  A---MAQYNSDARLLQVFEQS---GES-GK--STDYTRSIQ-—————- VANR

Pafranyok
Korpafivek

Caratodon PEY3 ————VAQTTSDAKT.QAVYERSNDSGD-————— STDYSKSVAQAAKS--TGOQ
Physcomitrella PEY5a  ----VQQTTADAKLQAAYEESNDSGD------ SEDYSKSVGOAAKS--TV-Q Mohak
Physcomitrella PHY5b3  ----VOOTTADAKLOAVYEESNDSGD------ SEDYSKSVGOATKS--TV-Q
Physcomitrella PHY5c  ----VQOTTADAKLQAVYEESNDSGD--—-—— AFNYSKSVGQAAKA--TV-Q
Marchantia PEY A S QTTADAKLQAVFEESGESGD-----— SEDYTKSINASKST----GE Majmohak

9. abra — A PHYA molekula 30. alanin oldallanca konzervalt a fitokrémok kérében

Az adbran kiillonb6zé6 noévényfajokbdl  szdrmazé PHYA  fehérjeszekvencidk
Osszehasonlitasa lathat6. A phyA-5 mutdcié altal érintett, az Arabidopsis PHYA 30.
pozicidjaban talalhaté Ala oldallanc erésen konzervalt a névényvilagban, a mohaktél a
kétszikiiekig.
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kontrollja alatt fejezziik ki a psm mutans novényekben (Kim és mtsai. 2000). Ez az
eredmény arra utalt, hogy a mutaci6 intragenikus, vagyis a phyA gén szekvenciajat érinti.
Ezért a phyA gént izolaltuk psm és vad tipusi Ws novényekbdl, majd fiiggetlen klonok DNS
szekvencidinak 6sszehasonlitdsa fény deritett a DNS bazis sorrendben bekovetkezett

citozin — timin mutacidéra. A mutans allélrol kifejez6d6 fehérje Ala — Val aminosav-

a4

erdsen konzervalt a névények korében (9. dbra). Miutdn bizonyitast nyert, hogy a PHYA
génben keletkezett valtozas felelé6s a psm novények fenotipusaért, a nemzetkozi
iranyvonalaknak megfelel6en (Quail és mtsai. 1994) az allél a phyA-5 nevet kapta, és a

tovabbiakban igy hivatkozom ra.

Fehér fény

Gyenge tavoli voros

Intenziv tavoli vovros

Gyenge voros

Intenziv voros

Sotét

10.4bra — A PHYA*%" fehérjét kifejezd novények hipokotil novekedésének gatldsa
kiil6nb6z6 hulldmhosszu és intenzitdsu fénykezelés hatdsara

A felil jelzett vonalak csirai 4 napig néttek a bal oldalon jelzett fénykoriilmények kozott.
A képek a 4. napon késziiltek. A PHYAY#%! fehérjét kifejezd vonalak csak gyenge tavoli
voros fényben mutattak a vad tipustdl eltéré fejlédést.

Piros keretben: a PHYAY*%"! ¢s PHYAY*.YFP fehérjéket kifejez6 vonalak gyenge
tavoli vords fényben a phyA null mutanshoz (phyA-201) hasonldan viselkednek.

Kék keretben kiemelve lathato, hogy ugyanezen vonalak intenziv tavoli voros fényben
a vad tipussal megegyezd fenotipust mutatnak.
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4.2 — A phyA-5 fenotipusa és komplementacioja

Hogy megerdsitsiik, valoban a PHYA génben bekovetkezett mutacié felelés a psm
novények fenotipusaért, komplementacios kisérlettel bizonyitani akartuk, hogy a PHYA
Ala30Val aminosav szubsztittcidja all a jelenség hatterében. A komplementacié egyben
kizdrja a masodlagos mutdciok esetleges szerepét, melyek az EMS mutagenezis
mellékhatasaként a jonnek létre a genomban. Ehhez két génkostrukciot épitettiink:

* PHYApom-PHYA-YFP — fitokrom A promoéter hajtotta vad tipusa phyA-YFP génfuzio

o  PHYApom-PHYAY*""I_YFP — fitokrém A promoter hajtotta mutans phyA-YFP génfizi6
Mindkét génkonstrukciot Landsberg erecta (Ler) okotipus, phyA-201 (phyA null mutans)
hattérbe transzformaltuk.

A transzgénre homozigota utddvonalak kivalasztasa utan els6 1épésként megvizsgaltuk e
vonalak hipokotil novekedési valaszat kilonboz6 hulldmhosszl és intenzitasu fénykezelés
hatasara. A kisérletek eredményét a 10. abra foglalja 6ssze, melyen lathat6, hogy a
PHYA*#3%% fehérjét kifejezd novények kizardlag gyenge tavoli vords fényben viselkednek

eltéréen a vad tipusu PHYA-t kifejez6 névényektdl.
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11. dbra — A PHYAY*™ fehérjét kifejez6 névényvonalak tavoli vords fényérzékenysége
csokkent

Az abran bemutatott hipokotil-révidiilési teszt soran a novények 4 napig néttek
kiilonb6z6 intenzitasd tavoli voros fényben. A negyedik napon meghataroztuk atlagos
hipokotil hosszukat (n = 30) és azt a fényintenzitds fliggvényében abrazoltuk. A
fényintenzitast logaritmikus skalan abrazoltuk, a hibasavok a standard hibat mutatjak.
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Tovabbi munkank soran a tavoli voros fiiggd jelatvitel vizsgalatara koncentraltunk, mivel
csak ebben az esetben talaltunk kilonbséget a vad tipusi és mutans fehérjét kifejez6
vonalak kozott. A 11. dbran bemutatott grafikonokon 4 napig kiilonb6z6 intenzitasu tavoli
voros fényben novesztett Ws, phyA-5 és PHYA-YFP-t, PHYA**3%VA.YFP-t kifejezd phyA-201 és
Ler phyA-201 novények hipokotil rovidilési valasza lathato. Kisérlet soran
bebizonyosodott, hogy a vad tipusu PHYA fehérjét hordozé noévények (vad tipusa Ws, Ler és
a PHYA-YFP-t Kkifejez6 phyA-201) azonos modon viselkednek. Esetiikben a hipokotil
rovidiilés kivaltasahoz legalabb 0,26 pmol-m™?s™ intenzitasu tavoli voros fény sziikséges és
1,56 umol-m™-s! intenzitasu tavoli voros kezelésnél a fizioldgiai eléri maximalis mértékét. A
PHYA*#3%% fehérjét hordozé novények (phyA-5 és a PHYAM™2.YFP-t kifejez6 phyA-201)
szintén azonos mddon reagaltak a tavoli voros fény kezelésre. Esetliikben azonban a vad
tipusthoz hasonl6 hipokotil rovidiilési valasz eléréséhez kb. haromszor akkora tavoli voros
fényintenzitasra volt sziikség. A hipokotil révidiilés kivaltdsdhoz sziikséges minimalis
intenzitds esetiikben 0,64 umol'm*s®, mig a maximadlis fiziolégiai valasz kivaltasahoz
3,82 umol'm™?-s™ intenzitasd tavoli voros fényre volt sziikség. Ezek alapjan elmondhatjuk,

hogy a PHYA**3%! fehérjét kifejezd novények tavoli voros fényre hiposzenzitivek.

4.3 — Kisérleti célok és hipotézisek

A PHYA*#%% molekulat kifejezé novényvonalak gyenge tavoli voros fényben csokkent
érzékenységgel rendelkeznek. Ilyen fénykorilmények kozott a PHYA az egyetlen aktiv
fotoreceptor. A phyA-5 novények fenotipusanak hatterében allé6 molekularis mechanizmust
a kovetkezd feltevések tesztelésén keresztiil térképeztiik fel:

* Megvaltoztatja-e phyA-5 mutaci6 a PHYA mRNS szintjét, a gén kifejez6désnek
és/vagy a PHYA mRNS stabilitdsanak csokkentésén keresztiil.

* (sokkenti-e a phyA-5 mutacié okozta Ala30Val aminosav szubsztiticié a PHYA
molekula fehérjestabilitasat és ezen keresztiil PHYA fehérjeszintjét.

* Megvaltozik-e PHYA molekula sejten beliili dinamikaja az Ala30Val szubsztitucio
kovetkeztében. A PHYA sejtmagi importja ugyanis esszencialis része a PHYA
jelatvitelének.

e Sérilt-e PHYA**3% molekuldrél kiindulé jel tovabbitisa a jelatviteli lanc

elemeihez val6 csokkent affinitds miatt. (VLFR és HIR valasz)
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4.4 — A phyA- 5 mutacioé hatasa a PHYA mRNS szintjére

Bar nem altalanos, de elképzelhetd, hogy a kddol6 szekvencian beliil talalhaté mutacio6
megvaltoztatia PHYA mRNS sejten belili mennyiségét, az mRNS megvaltozott
kifejez6désén, vagy stabilitdsdn keresztiil. Ennek a hipotézisnek a tesztelésére 4 napig
novesztettiink sotétben, gyenge (1 pumol'm?*s™) és intenziv (10 umol'm™s™) tavoli voros
fény alatt Ws és phyA-5 novényeket. Ezt kovet6en RT-qPCR segitségével meghataroztuk a
PHYA és PHYA-5 mRNS-ek szintjeit TUBULIN 2/3 mRNS bels6 kontrollhoz viszonyitva. A 12.
abran bemutatott grafikonon lathato, hogy a vad tipusd és mutans névények azonos PHYA
és PHYA-5 mRNS szintekkel rendelkeznek mindharom fénykezelés esetében.
Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a phyA-5 allél a a vad tipust PHYA-val megegyez0

modon fejezddik ki mind sététben, mind tavoli voros fényben.

12. abra— Tavoli vorés fényben a 16
phyA-5 gén Kkifejez6dése azonos a vad % BWs
tipust phyA kifejezédésével. 14 B oA
A Ws és phyA-5 novények 4 napig n6ttek S
sotétben, vagy az alul jelzett tavoli voros E
fénykezelés alatt, majd a negyedik napon L
RT-qPCR segitségével meghataroztuk a 0.8
PHYA és a PHYA*" mRNS-ek szintjeit
TUBULIN2/3 belsé kontrollhoz 0.6
viszonyitva. Az abran lathaté grafikon 0.4
harom bioldgiai ismétlés atlagat mutatja,
a hibasavok a standard hibat 0.2
reprezentaljak. 0
sotet 1 pmol-m2s™ 10 ymol-m?-s™
Fénykezelés

4.5 — A phyA-5 mutacio hatasa a PHYA fehérjedinamikajara

Egy adott fehérje mennyiségét a sejtben a fehérje szintézise és a degradacidja kozott
kialakul6 egyensuly hatarozza meg. A PHYA P, formaja stabil, mig a fény hatasara kialakulo
P forma kb. 60 perces féléletidével elbomlik (lasd késbébb). Az el6z6 kisérletek
megmutattak, hogy Ws és phyA-5 novények azonos PHYA és PHYA-5 mRNS szintekkel
rendelkeznek. fgy a PHYA és PHYA**%"! fehérjemolekulak is nagy valészintiséggel azonos
sebességgel szintetizalddnak. Mivel a phyA-5 fenotipus egyik lehetséges okanak a
PHYA*#3%% fehérje csokkent stabilitdsat tartottuk, megvizsgaltuk a PHYA és PHYAA®0V
fehérjék szintjeinek valtozasat. A kisérlet soran 4 napig sotétben, gyenge és intenziv tavoli
vords fényben novesztettiink PHYA-t (Ws és PHYA-YFP-t kifejez6 phyA-201) és PHYAM3l¢
kifejez6 (phyA-5 és PHYAM3LYFP-t kifejezd phyA-201) csiranovényeket. A negyedik
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napon a novényekbdl fehérje kivonatot készitettliink, amiben Western blot segitségével
meghataroztuk a PHYA és PHYA** fehérjék szintjeit. A 13. 4bran bemutatott Western
blot-on lathat6, hogy sotétben a Ws és a phyA-5 novényekben a PHYA és a PHYAA™
fehérjék szintjei azonosak. Ez az eredmény bizonyitja, hogy aphyA-5 mutdci6 nem
befolyasolja a PHYA gén Kkifejez6dését. Az abran lathaté az is, hogy a sotétben nétt,
PHYA-YFP-t és a PHYA*®%?.YFP-t kifejez6 novényekben szintén azonosak az emlitett
fehérjék szintjei. Ez bizonyitja, hogy a vizsgalt vonalakban a transzgének kifejezédése
azonos. A 4 napig tarté gyenge (1 umol'm™?s™?) tavoli vords fénykezelés hatdsara a vad
tipusu PHYA fehérje szintje (Ws és a PHYA-YFP fehérjét kifejezd phyA-201) detektalhatdsagi
szint alad csokkent, mig a PHYAY*" fehérje szintje (phyA-5 és a PHYA**2.YFP fehérjét
kifejez6é phyA-201) a sotét kontrollhoz képest csokkent, de jol detektalhat6 szinten maradt.
A 4 napig intenziv tavoli vorés (10 umol-m™?s™?) fénnyel kezelt névényekben a PHYA, a
PHYAA3! &5 a PHYA-YFP fehérjék lebomlottak, csak a PHYAYS™2LYFP fehérjét kifejezd

phyA-201 vonalban maradt nagyon kevés detektalhat6 fehérje.
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13. Abra — A PHYA és PHYA*®3% fehérjék degradicidja gyenge tavoli vords fényben

eltéro.
A novények 4 napig néttek so6tétben, vagy tavoli voros fényben, majd a 4. napon Western

blot segitségével meghataroztuk a PHYA és a PHYA**%" fehérjék szintjeit. A folytonos
nyil az endogén PHYA és PHYA**% fehérjéket, a szaggatott nyil a PHYA-YFP és a
PHYAM®=VA.YFP  flzids fehérjéket jeloli. Az als6 sorban lathaté az aktin
fehérjemennyisége, mely mutatja, hogy a kiilonbozé fehérjemintakb6l azonos

mennyiségeket hasznaltunk.

A PHYA fehérje P, (inaktiv) formdja stabil, mig Ps (aktiv) formdjat gyorsan lebontja egy

eddig ismeretlen molekularis gépezet. Tavoli vorés fény hatasara az Osszes PHYA-nak
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legfeljebb 2-3%-a alakul Ps formaba, ezért a PHYA degradacioja ilyen koriilmények kozott
lassu. Ezzel ellentétben voros fény hatasara az osszes PHYA-nak kb. 85%-a alakul Pg
formaba, igy ilyen koriilmények kozott a PHYA degradacidja meglehetdsen gyors folyamat.

Hogy eldontsiik, vajon a phyA-5 mutacié degradaciéra gyakorolt hatasa csak tavoli voros
fénykezelés esetén érvényesiil, amikor a PHYA-nak csak kis része van Px formaban, vagy
amikor a PHYA nagy része Py formaban van, megvizsgaltuk a PHYA degradacio6jat intenziv
voros fényben.

A kisérlet soran 4 napos sotétben nétt Ws és phyA-5 novényeket 3 o6ras intenziv voros
besugarzasnak vetettiink ala és a kezelés alatt spektroszkdpiai uton kovettiik a PHYA és
PHYA”23V! fehérjék mennyiségének valtozasat a csiranévényekben (lasd 7.2.6). A 14. 4bran
lathat6, hogy a sotétben nétt novényekben (0 percnél) a PHYA és PHYA*®V fehérjék
szintjei azonosak, valamint a PHYA és PHYA**%" fehérjék degradacidja azonos kinetikat
mutat. Ez az eredmény bizonyitja, hogy a PHYA**%" molekula a degradacidéban szerepet
jatsz6é molekulakkal a vad tipusti PHYA-val azonos médon képes kélcsonhatasba 1épni és a

PHYA*#3%" degradacidja csak gyenge tavoli voros fényben sériilt.

14. abra — A PHYA és PHYA-5 fehérjék

degradaciés Kkinetikdja azonos intenziv
voros fényben.

4 napos, sotétben nétt Ws és phyA-5
csirandvényeket intenziv voros fénnyel
kezeltink és a Kkisérlet 3 oras

-
N b
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kiillonbségét abrazoltuk. Minden mérési
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4.6 — A PHYA és a PHYAY*%V? kozvetitette jelatvitel
hullamhosszfiiggése

A phyB mutans novényekben a voros és tavoli voros hullamhossztartomanyt (600 - 800
nm) csak a PHYA receptor érzékeli. Ezekben a névényekben adott mértékii fiziologiai valasz
kivaltasahoz 720 nm hulldimhosszon sziikséges a legkisebb fényintenzitas, vagyis erre a

fényre a legérzékenyebbek, ezen a hulldimhosszon van a PHYA akcidspektrumanak
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maximuma (Shinomura és mtsai. 2000). Az irodalombdl ismert, hogy a PHYA NTE doménjét
érintd mutaciok képesek a kék fény irdnyaba tolni a PHYA akciéspektrumat, vagyis a
legnagyobb érzékenység hulldmhosszat (Cherry és mtsai. 1992). A phyA-5 noévények
fenotipusanak hatterében all6 egyik lehetséges ok, hogy az Ala30Val aminosavcsere
megvaltoztatja a kromofér miikodését, igy a PHYAY* fehérje legnagyobb érzékenysége
rovidebb hullamhosszisagu tartomanyba tolédott. Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez 4
napig kiilonb6z6 hulldmhosszisagu és intenzitasu fény alatt novesztettiink Ws és phyA-5
csirandvényeket, majd a negyedik napon megmértiik az atlagos hipokotil hosszukat. A
kisérlet eredményét a 15. abran bemutatott grafikonok foglaljak 6ssze. Az A panelon lathato
a Ws, a B panelon a phyA-5 novények fizioldgiai valasza. Szembet(in6, hogy a phyA-5
novények azonos fiziologiai valasz kivaltdsahoz minden hulldmhosszon nagyobb
fényintenzitast igényelnek.

Ezeknek a méréseknek a segitségével készitettiik el a Ws és a phyA-5 novények
akciéspektrumait, a 60%-os hipokotil novekedés gatlashoz tartoz6 fényintenzitast véve

alapul. Mivel ezeknek az intenzitasértékeknek a reciproka, aranyos az adott

A B
N 1.2 1.2
[77]
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15.abra — A phyA-5 novények érzékenysége tavoli vords fényre erésen csokken a fén

hulldmhosszanak ndvekedésével.

A Ws (A panel) és phyA-5 (B panel) novények 4 napig noéttek kilonbozé
hullamhosszisagu tavoli voros fénykezelés alatt (707nm/718nm/727nm/742nm). A
negyedik napon meghataroztuk atlagos hipokotil hosszukat (n = 30) és azt a
fényintenzitds fiiggvényében dabrazoltuk. A fényintenzitdst logaritmikus skalan
abrazoltuk, a hibasavok a standard hibat mutatjak.

hullamhosszhoz tartozo érzékenységgel. A szamitott értékeket a legnagyobb érzékenységre
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normalizalva kaptuk a Ws és a phyA- 5 novények akciospektrumat, melyet a 16. dbra mutat
be. Fontos kiemelni, hogy a mind a Ws, mind a phyA-5 novények legnagyobb érzékenysége
718 nm hulldimhosszra esik. Ennél hosszabb hulldmhosszakon, pedig a phyA-5 novények
érzékenysége drasztikusan csokken, mig 742 nm hulldmhosszusaga fényre mar nem is
reagalnak a vizsgalt intenzitas-tartomanyban.

Az eredmények alapjan elmondhatjuk, hogy a phyA-5 novények minden hullamhosszon
nagyobb fényintenzitast igényelnek a vad tipusi Ws novényekével azonos mértéki
fiziologiai valasz kivaltasdhoz. A phyA-5 novények relativ érzékenysége nem tolodott
rovidebb hullamhossz iranyaba, hiszen az megegyezik a vad tipusi Ws novényekével.
718 nm-nél nagyobb hullamhosszokon pedig a phyA-5 novények relativ érzékenysége

meredekebben cs6kken, mint a vad tipusd Ws novényeké.

16. dbra— A Ws és phyA-5 novények

718nm _hullaimhosszisagu fényre a
legérzékenyebbek, ennél nagyobb
hullamhosszakon a phyA-5 relativ

érzékenysége a Ws névényekéhez képest
erdsen csokkent.

Az abran lathaté akciéspektrumok a 13.
abran bemutatott hipokotil rovidiilési
mérés alapjan Kkésziiltek. Az egyes
hulldmhosszakhoz tartozo relativ
érzékenységeket a 60%-os hipokotil
novekedés gatlashoz tartozo
fényintenzitasok reciprokaként 0

hatdroztuk meg, majd normalizaltuk 705 710 715 720 725 730 735 740 745
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4.7 — A PHYAY*3V fehérje kozvetitette VLFR valasz sériilt

A PHYA fehérje extrém fényérzékenységgel rendelkezik. A sotétben P, (inaktiv) formaban
szintetizalt PHYA fehérje olyan kis fénydoézisokra is reagdl, amely semmilyen mas
fotoreceptort nem hozna miikddésbe. Ennek oka, hogy a PHYA egyik legfontosabb szerepe a
csirazas utan a szkotomorfogenezis és fotomorfogenezis programjai kozotti atkapcsolas.
Ezeket a valaszokat dsszefoglaléan VLFR (very low fluence response), ide tartoznak a
hipokotil kampé kiegyenesedése, a sziklevelek kinyildsa és a cirkadian 6ra beallitdsdhoz
szlikséges gének (pl.: PRRI) kifejez6désének markans indukcidja.

Hogy megvizsgaljuk, vajon a phyA-5 mutacié befolyasolja-e a PHYA kozvetitette VLFR
valaszt, 4 napos sotétben nétt csiranévényeket 1 percig kezeliink 0,01 pmol'm™?-s* és

10 umol'm™?-s™ intenzitasu voros fénnyel. Ezt koveten 1 6ras sotét kezelés soran hagytuk
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felhalmozddni az indukalt gének mRNS-eit. A PRR9 mRNS-ének szintjeit RT-qPCR
segitségével mértiik meg TUBULINZ2/3 mRNS belsd kontrollhoz viszonyitva, mig a PRR9 gén
indukciodjat a sotét kontrollban mért PRR9 / TUBULINZ/3 aranyahoz viszonyitva hataroztuk
meg. A kisérlet eredményét a 17. 4bra mutatja be. Lathat6, hogy alacsony intenzitast voros
fénykezelés esetén a vad tipusu PHYA fehérjét kifejez6 novényvonalak (Ws, Ler, PHYA-YFP-t
kifejez6 phyA-201) a PRR9 mRNS-ének szignifikans indukcidjat mutatjak, ezzel ellentétben
a PHYA*™™ fehérjét kifejez8 noévényvonalakban (phyA-5, PHYAMS.YFP-t Kkifejezd
phyA-201) a PRR9 mRNS-ének szintje megegyezik phyA-201 null mutansban mérhetd
szinttel. Erds voros fénykezelés hatasara a Ws és phyA-5 novényeben és a PHYA-YFP-t és
PHYA*#3%V YEP-t kifejez6 phyA-201 vonalak paronként megegyezé PRR9 mRNS indukciot
mutatnak.

Osszegzésként elmondhat6, hogy a phyA-5 mutacié doézisfiiggé médon befolyasolja a
PHYA jelatvitelét VLFR kortilmények kozott: nagyon alacsony voros dézis hatasara a vad
tipustt PHYA-t kifejez6 vonalakban mar beindul a jelatvitel, mig a PHYA**%%! fehérjét
hordozé vonalakban nem. Intenziv vorés fényimpulzus hatasara azonban a PHYA és a

PHYA**3%V! fehérjék azonos médon képesek a PRRI gén kifejezddését indukalni.

17. dbra — A PHYA*% fehérjét kifejezd

vonalakban, gyenge vorés fényben a
VLFR valasz sériult

A kisérlet soran 4 napos sotétben nevelt
csiranovényeket kezeltiink 1 perces
voros fényimpulzussal, majd 1 6ras W phyA-5
sotétkezelés utan megmértiik a PRR9Y 20 M PHYAM=%LYFp
mRNS-ének szintjeit RT-qPCR phyA-201
segitségével, TUBULIN2/3 mRNS bels6 15
kontrollhoz viszonyitva hataroztuk meg.

A PRR9 mRNS indukciéjat sotétben 10
tartott kontroll ndvények PRR9 / 5 I
TUBULIN 2/3  szintjéhez  képest

hatdroztuk meg. Minden mérési pont -
harom bioldgiai ismétlés 4tlagat mutatja, 0.01 ymolm?s™ 10 ymol-m?-s™
a hibasavok a standard hibat Voéros fénykezelés
reprezentaljak.
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4.8 — A PHYA és a PHYA*3%"* sejten beliili lokalizacidja

A PHYA jelatvitelének egyik elsé és esszencialis 1épése a molekula fényfiiggé sejtmagi
importja. Hogy megvizsgaljuk a phyA-5 mutaci6 hatasat a PHYA molekula sejtmagi
importjara, 4 napos, sététben nétt PHYA-YFP és PHYAY*™2LYFP fehérjét kifejez6 phyA-201
novényeket 1 6ras gyenge (0,6 umol'm?s?) és intenziv (8 pumol'm?*s™) tavoli voros
kezelésnek vetettiink ala, majd fluoreszcens mikroszkoppal kovettiik a sejtmagi YFP jel
intenzitasanak valtozasat. Az eredményeket a 18. abra mutatja be. Lathatd, hogy sotétben
egyik vonal sejtmagjaban sem lathaté YFP jel, mivel sotétben a PHYA-YFP és a
PHYA*™YFP fehérjék is Kizardlag a citoplazmaban taldlhatéak. Nincs szamottevd
kiilonbség a két fehérje lokalizaciojaban intenziv tavoli voros kezelés utan sem, mind a
PHYA-YFP, mind a PHYA**2.YFP intenziven halmozddott fel a sejtmagban. Szembet(ing
azonban a kiilénbség gyenge tavoli voros kezelés utan. Amig a PHYA-YFP markans sejtmagi
felhalmoz6dast mutatott, addig a PHYA**°.YFP fehérje sejtbeli eloszlasa a sotétben nétt
novényekére hasonlit: a sejtmagban nem lathaté YFP jel, mert nem toértént PHYAA*%V-YFP
felhalmozddas. A fizioldgiai vizsgalatokat jol kiegészitik ezek az eredmények, ahol e két

vonal viselkedése kozott szintén csak gyenge tavoli vords fényben tapasztaltunk eltérést.

18. dbra — A PHYA-5-YFP fehérje tavoli PHYA-YFP PHYANaVayFp

voros fény indukalta sejtmagi importja
csokkent a vad tipusu PHYA-YFP-hez

képest.
A Kképeken a PHYA-YFP és a

PHYAM3™LYFP  fdzids  fehérjéktdl
szarmazo fluoreszcens jel lathaté. A
kisérlet soran 4 napos, sotétben noétt
transzgénikus csiranovényeket 2 o6ras
(bal oldalon jelzett) fénykezelésnek
vetettiink ald, majd mikroszkoppal
kovettiik a PHYA-YFP és a
PHYAM30VayFP molekuldknak a

s sz

Sotét

0.6 ymol-m2s™"

hipokotil fels6 harmadaban talalhaté
epidermisz sejtekr6l késziiltek és a
reprezentativ allapotokat mutatjak (n 2
30). A fehér vonal 10 um hosszat jelol.

8.3 ymol-m?2-s™
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4.9 — A PHYAY*3°V? fehérje csokkent affinitassal kotédik az FHY1 és
FHL sejtmagi transzport fehérjékhez

A PHYA-YFP és PHYA***""LYFP sejten beliili dinamikaja és a fiziologiai adatok egyezése
alapjan valdsziniinek tlint, hogy a phyA-5 mutaci6 okozta Ala30Val aminosav szubsztiticio
a sejtmagi transzport molekuldkkal val6 kélcsonhatast zavarja meg. Ennek a hipotézisnek a
teszteléséhez éleszté két hibrid rendszerben teszteltiik a PHYA és a PHYA?#3%V¥ yvalamint
ezen fehérjék az N-termindlis 406 aminosavat tartalmazé csonka verziéinak (PHYA(1-406)
és PHYA*™3%4(1.406)) kolcsonhatasat a FHY1 valamint a FHL molekuldkkal. A kisérlet
soran hasznalt élesztd sejteket a PHYA egyik verziojat és az egyik transzportert hordozo két
plazmiddal transzformaltuk. A felndvesztett élesztd kultirakat kettéosztottuk. A kultarak
egyik fele 5 perces voros fénykezelést kapott, ami indukalja a PHYA és a transzporterek
kolcsonhatasat. A kultdra masik fele a voros kezelést kovetéen 5 perces tavoli vords
fénykezelést kapott, ami semlegesitette a voros fény hatasat. A kisérlet eredményét a 19.
dbra mutatja be. Lathat6, hogy a PHYA verziok és a transzport molekuldk kot6dése voros

fény (Py forma) fiigg6. A PHYA és a PHYA(406) molekuldk szamottevéen nagyobb

AD-FHY1 / PHYA-BD F mp,
ap AD/ BD l
AD-FHY1 / PHYA#*LBD F '
AD / PHYA-BD '
AD-FHL / PHYA-BD P“
AD/  PHYAMN®OvBD I
AD-FHL / PHYAA30v2LBD —
AD / PHYA(406)-BD |
AD-FHY1 / PHYA(406)-BD F"
AD / PHYANVal(406)-BD I
AD-FHY1/ PHYAX3V4(406)-BD ,
AD-FHL / BD l
AD-FHL / PHYA(406)-BD —_‘
AD-FHY1 / BD I
AD-FHL / PHYAM2V4l(406)-BD '
0 2
0 2 4 6 8 10 12 Miller unit

Miller unit

19. dbra — A PHYA**" molekula kisebb affinitissal kotédik a FHY1 és FHL sejtmagi
transzporterekhez, mint a PHYA

Az éleszt6 torzseket a jelzett plazmid parokkal transzformaltuk (AD - GAL4 aktivacids
doménje, BD - GAL4 DNS ko6té doménje). A folyadék kulturakat s6tétben neveltiik , majd
elfeleztiik. A Px mintak 5 perc voros, P, mintak voros, majd 5 perc tavoli voros kezelést
kaptak. A [-galaktozidaz aktivitdsat a fénykezelést kovetd 4 6ras sotét inkubacié utan
mértiik meg. A feltlintetett eredmények 3 mérés atlagai, a hibasavok a standard hibat
jelzik.
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affinitassal kotik az FHY1 és FHL molekuldkat, mint a PHYAAla30Val és PHYAAla30Val(406)
molekulak.
Kovetkeztetésként levonhatjuk, hogy a kisérlet soran hasznalt kériilmények kézott a vad

tipust PHYA és PHYA(406) fehérjék nagyobb affinitassal képesek a transzport molekulakat
kotni, mint a PHYA3! és g PHYAY*3%Y(4.06).

4.10 — A phyA- 5 fenotipus komplementacioja nuklearis
lokalizacids szignal segitségével
Az eddigi kisérletek tanulsaga szerint a phyA- 5 allél fenotipusaért a PHYA**°"* molekula
sériilt sejtmagi importja felelgs, mivel a PHYA** molekula kisebb affinitassal kotédik a
FHY1és FHL transzporterekhez, mint a vad tipusi PHYA. Amennyiben a PHYA**%" fehérje

jelatvitelét tekintve teljesen funkcionalis PHYA molekula, csak alacsony intenzitasu tavoli
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20. bra — A PHYAA®3%LYFP-NLS gyenge tavoli vords fényben vad tipusud fenotipust és
degradaci6t mutat.

A — Az alul jelzett vonalak 4 napig néttek gyenge tavoli voros fényben, majd megmértiik
atlagos hipokotil hosszukat (n 2 30) sotétben n6tt kontroll névényekhez viszonyitva. A
hibasavok a standard hibat jelzik.

B — A PHYA-YFP-NLS és a PHYA**%“LYFP-NLS fehérjék mennyiségi vizsglata 4 napos
sotétben és gyenge tavoli vords fényben n6tt novényekbdl  készilt

fehérjekivonatokaban. A kiilonb6zé vonalakb6él azonos mennyiségeket analizaltunk,
amit azt aktin mennyisége mutatja.
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voros fényben nem képes a vad tipuséhoz hasonlé sejtmagi szintet elérni, akkor a
PHYA*#%A.YFP és NLS (nuclear localization signal) szignalpeptid fuzidja vad tipusu
PHYA-YFP-vel megegyez6en miikodik.

Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez PHYA,rom-PHYA-YFP-NLS és
PHYAprom-PHYAY®.YFP-NLS génkonstrukciokat hoztunk létre és azokat Ler phyA-201
hattérbe transzformaltuk. Az utdédvonalakat 4 napig gyenge vords fényben nodvesztve
mindkét névényvonal a vad tipust PHYA-t hordozé vonalakéval (Ws, PHYA-YFP-t kifejez6
phyA-201) azonos hipokotil névekedés gatlast mutatott. Megvizsgaltuk ezen tul a mindkét
fénykezelés utan (1 umol'm-2-s-1). Mindkét vonalban a PHYA-YFP-NLS és a
PHYA*#3%V.YFP-NLS detektalhatdsagi szint ala csékkent, ami megegyezik a vad tipusi PHYA
(Ws) reakciojaval (lasd 13. abra). A 20. dbran bemutatott eredmények bizonyitjak, hogy a
phyA-5 allél okozta fenotipus hatterében a sériilt sejtmagi import all és a PHYA*30%!

molekula a jeltovabbitasa nem sértilt.
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5 — A phyA-5 allél jellemzésével kapcsolatos eredmények
megyvitatasa

5.1 — A phyA- 5 mutacié okozta Ala30Val aminosavcsere
kondicionalis, hiposzenzitiv fenotipust hoz létre tavoli voros
fényben

Dolgozatom el6z6 fejezetében ismertetett kisérletes munka vezetett a phyA-5 allélt
hordozé noévények komplex fenotipusa mogott 4alld6 molekularis mechanizmus
megismeréséhez. A phyA-5 mutanst Garry Whitelam laboratériumaban izolaltak vad tipusu
régioban bekovetkezett C — T nukleotid cserének készonhet6en a 30. pozicidjaban Ala
helyett Val aminosavat hordoz. Az emlitett Ala a fitokromok NTE doménjében talalhat6 és
er6sen konzervalt az egész novényvilagban (9. dbra). Az NTE domén kizardlag a névényi
fitokrémokra jellemzd, és a jelatvitelben betoltott szerepérdl meglehet6sen kevés adat all
rendelkezéstlinkre.

(Nicotiana tabacum var. Xanthi) kifejezett rizs PHYA rendszert hasznalt. Az NTE domén els6
10 Ser aminosavat (2-4, 10-14, 19, 20) alaninra cseréltek (rizs PHYAS/4%) és dohdnyban
fejeztek ki. A hipokotil névekedés gatlasa alapjan a vad tipust dohany (dohany PHYA)
mutatta a legkisebb, a vad tipusu rizs PHYA-t kifejezd vonalak kdzepes, mig a mutans rizs
PHYAS"/#2 fehérjét kifejez6 dohdny novények a legnagyobb voros fényérzékenységet
(Stockhaus és mtsai. 1992). Egy masik munka dohanyban kifejezett vad tipusu és a 7-69
aminosavat nem tartalmazé deléciés zab (Avena sativa) PHYA valtozat segitségével
vizsgalata az NTE domén szerepét. A deléciés mutdns zab PHYA(A7-69)-t kifejezd
transzgénikus dohany fényérzékenysége a vad tipusu zab PHYA-t kifejez6khoz képest
megkozelitden 80%-al csokkent (Cherry és mtsai. 1992). A dohanyban Kkifejezett 6-12
aminosavra deléciés mutans zab PHYA(A6-12) fehérje csak a VLFR valaszokban — gyenge
tavoli voros fényimpulzus kezelés alatt — mutatott hiperszenzitiv reakciét a vad tipusu zab
PHYA-t kifejez6 novényekhez képest. Ha ezt a mutans zab PHYA(A6-12) fehérjét
Arabidopsis-ban fejezték ki, a novények VLFR valasza a vad tipusud zab PHYA-t kifejez6
novényekével megegyezd volt. Folyamatos tavoli voros fényben azonban, — dohanyban és

ladfiben is — a zab PHYA(A6-12)-t kifejez6 novények csokkent valaszt mutattak (Casal és
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mtsai. 2002). Egy djabb tanulmanyban phyA null mutans ladfliben kifejezett Arabidopsis
PHYA(A6-12) hatasat vizsgaltdk. A novényeket tavoli vords pulzusokkal kezelve a vad
tipusit PHYA-t Kkifejez6 kontroll noévényekkel egyezé VLFR valaszt mutattak. Ezzel
ellentétben a folyamatos tavoli vords fénnyel kezelt mutans PHYA(A6-12)-t Kifejez6
novények sériilt HIR valaszreakciot mutattak a vad tipusu PHYA-t kifejez6 novényekhez
képest. A mutans PHYA(A6-12) fehérje degradacidja vords és tavoli voros fényben is
gyorsabb volt, mint a vad tipusi PHYA-é, ami egyik lehetséges magyarazata lehet a
tapasztalt fenotipusnak (Trupkin és mtsai. 2007). A PHYA szubsztiticiés és delécids

valtozatain végzett kisérletek eredményeit az 6. tablazat foglalja 6ssze.

s s

. Transzgén PHYA fehérje- , s e

Gazdano6vény g . J Fenotipus Publikacio
eredete valtozat

Nicotiana tabacum Oriza sativa ~ PHYAS/*2 (2.4,10-14,  hiperszenzitiv (Stockhaus és

(dohany)

(rizs)

19,20)

voros fényben

mtsai. 1992)

o . csokkent / .
Nlcot(lgg}cllétgb)acum AverE(ZJasba)tlva PHYA(A7-69) fenyérzékenység (Cherry és mtsai.
y voros fényben 1992)
Nicotiana tabacum Avena sativa VLFR hiperszenzitiv
(dohény) (zab) PHYA(A6-12) HIR csokkent  (Casal és mtsai.

. . . . ‘ , 2 002

Arabzdop’sm ”thallana Avena sativa PHYA(A6-12) VLFR va'('i tipusu )

(ladfd) (zab) HIR csokkent

Arabidopsis VLFR vad tipusu
Arabidopsis thaliana 0P HIR csokkent (Trupkin és
e thaliana PHYA(A6-12) ‘o e .
(ladfi) . 1en Fehérjestabilitdss mtsai. 2007)
(ludfi) sériilt

Osszefoglalva, az idézett munkak eredményei alapjan a PHYA NTE doménje sziikséges a
PHYA teljes biolégiai aktivitdsahoz. Tovabba egyszikiiekben feltehet6en létezik egy negativ
visszacsatolas, mely az NTE domén szerin aminosavainak foszforilaciéjan keresztil
csokkenti a PHYA érzékenységét. Fontos megjegyezni azonban, hogy az egysziki
fitokromok sok tekintetben eltérnek kétszik(i homoldgjaiktél. Rendelkeznek pl. sotét
reverzioval, ami a 1adfii PHYA-ra nem jellemz6. Az idézett munkak nem tisztazzak
maradéktalanul a tapasztalt hatdsok molekularis hatdsmechanizmusat, ezért nem
értelmezhetéek altaldnosan és tovabbi vizsgalatok sziikségesek egy konzisztens modell
felallitdsahoz a PHYA NTE doménjének a jelatvitelben betoltott szerepérél.

A phyA-5 mutacié nem érinti az NTE domén szerin oldallancait, a kovetkeztében

kialakul6 fenotipus mégis meglehet6sen komplex:

* alacsony intenzitdsu tavoli voros fényben nétt phyA-5 novények markansan



A phyA-5 allél jellemzésével kapcsolatos eredmények megvitatasa 62

csokkent valaszt mutatnak, ennek ellenére intenziv tavoli vords fényben a phyA-5
novények hipokotil rovidiilési valasza azonos a vad tipusu Ws novényekével
(10. és 11. abra).

* a phyA-5 novények hipokotil novekedésének gatldsa a tavoli vords fény
hulldmhosszanak emelkedésével meredekebben csékken, mint a vad tipusi Ws
novényeké (15. és 16. abra hipokotil névekedés és akciéspektrum)

* a phyA-5 novények VLFR és HIR valaszukban is csokkent valaszreakciot mutatnak a

vad tipust Ws novényekhez képest (17. abra VLFR, 11., 15.4brak HIR valasz).

5.2 — A phyA- 5 mutacio nem befolyasolja a PHYA mRNS
kifejezodését

Az egyik lehetséges molekuldris mechanizmus, ami phyA-5 fenotipusanak hatterében
allhat, hogy a phyA-5 allélban bekovetkezett C — T nukleotid csere megvaltoztatja a PHYA
mRNS-ének sejtbeli mennyiségét azaltal, hogy csokkenti a phyA-5 gén kifejez6dését, vagy a
mutans mRNS stabilitasat. RT-qPCR kisérletek soran azonban bebizonyosodott, hogy a
PHYA (Ws novényekben) és a PHYA-5 (phyA-5 novényekben) mRNS-ek szintjei paronként
megegyeznek 4 napos sotétben nétt és 4 napig kilonb6z6 intenzitasu tavoli voros
kezelések kitett novényekben. Ez alapjan Kkijelenthetjiik, hogy a phyA-5 mutaci6 nem
befolyasolja a sem a kifejez6dést, sem az mRNS stabilitasat. Tovabba valdszin(siti, hogy a

phyA-5 fenotipus hatterében a fehérje viselkedését érint6 valtozasok allnak.

5.3 — A PHYA**% fehérje lebomlasa tavoli voros fényben sériilt,
mig voros fényben a vad tipuséval megegyezo

A kérdés megvalaszolasara, hogy a phyA-5 novények fenotipusat vajon a PHYA*R30%!
fehérje gyorsabb degradacidja okozza-e, megvizsgaltuk a PHYA és PHYA*™ fehérjék
bomlasat tavoli voros fényben és voros fényben is.

4 napig alacsony intenzitasu tavoli vords fényben novesztett phyA-5 csirandvények
megnovekedett PHYAY®Y fehérjeszintet mutattak a vad tipusd Ws névényekhez képest.
Sotétben a két fehérje szintje azonos volt, mig 4 napos intenziv tavoli voros kezelés
hatasara mindkét fehérje lebomlott. A fiziologiai valaszreakciok esetében is csak alacsony
intenzitasu tavoli voros fénykezelésnél tapasztaltunk csékkent hipokotil névekedési valaszt
a phyA-5 novények esetében. A phyA-5 novények csokkent fiziologiai valasza és a

PHYA*#%"  fehérje megnovekedett stabilitdsa latszdlagos ellentmondasban allnak
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egymassal.

Sotétben nott csiranévényekben a PHYA nagy mennyiségben van jelen. Voros fénykezelés
hatasara azonban a PHYA kb. 60 perces féléletidével elbomlik. Amennyiben az Ala30Val
aminosavcsere megzavarna a PHYA-nak a degradacidban szerepet jatszé fehérjékkel valo
kolcsonhatasat, akkor intenziv voros kezelés esetén a a PHYA és PHYA**%%! fehérjéknek
eltér6 degradacios kinetikdval kéne rendelkeznilik. Ezért megmértiik a PHYA és a
PHYA*#3%%! fehérjék bomlasat vords fényben. Mivel a két fehérje bomlasanak kinetikaja
teljesen megegyezett arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a az Ala30Val szubsztiticio
nem befolyasolja a PHYA fehérjedegradacioban résztvevd fehérjékkel valo kdlcsonhatast és

a phyA-5 fenotipus hatterében mas mechanizmus all.

5.4 — A phyA- 5 mutacié megvaltoztatja a PHYA sejten beliili
eloszlasat

A PHYA kozvetitette jelatvitelében a sejtmagi import esszencialis szerepet jatszik, mely
szigoruan fényfiiggd folyamat. A PHYA fehérje importjat két, részben atfed6 szerepi
transzport fehérje biztositja: az FHY1 és FHL. Jelent6ségiiket mutatja, hogy az fh1/fhl dupla
null mutans noévények phyA null mutdns fenotipust mutatnak, tavoli vorés fényre ,vakok”.
Hogy megvizsgaljuk, hogy a phyA-5 novények fenotipusanak hatterében esetleg a sériilt
sejtmagi import all-e, fluoreszcens mikroszkoép segitségével megvizsgaltuk a PHYA-YFP és
PHYA*®YFP fehérjék sejtmagi akkumulaciéjat kiilénbozé tavoli véros fénykezelések
utan. Eredményeink megint egybehangzdak voltak a névények fiziologiai valaszaival:

« soOtétben a nem volt lathaté PHYA-YFP és PHYA*®%-YFP-t6] szdrmazé fluoreszcens
jel a sejtmagban.

* intenziv tavoli voros fénykezelés hatasara azonban a PHYA-YFP-t vad tipusu és a
PHYA*#%4.YFP névények sejtmagjaiban is intenziv YFP jel volt lathat6, ami PHYA-
YFP és a PHYA**"2.YFP fehérjék sejtmagi akkumulaciojat bizonyitja.

* alacsony intenzitasu tavoli voros kezelés hatasara azonban csak a vad tipusu
PHYA-YFP-t kifejez6 novények sejtmagjaiban tortént PHYA-YFP felhalmozddas, mig a
PHYAM#3V.YFP-t kifejez6 novények a sotétben nétt novények ,iires” sejtmagjaival
mutattak egyezést.

Az eredmények valdszin(isitették, hogy a PHYA**3%%! fehérje kisebb affinitassal kotédik a
sejtmagi import molekulakhoz, de ez a hatas csak alacsony intenzitasu tavoli voros fényben

érvényesiil. Feltehet6en voros és intenziv tavoli voros fényben a rendelkezésre all6 nagyobb
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mennyiségli PHYA*3* P¢. molekula mar képes ellenstlyozni a FHY1 és a FHL molekulakkal
val6 gyengébb kotédés hatasat, ezzel a vad tipushoz hasonlé sejtmagi akkumulaciot hozva

létre.

5.5 — A PHYAY*" molekula Kisebb affinitassal kotédik az FHY1 és
FHL sejtmagi transzport fehérjékhez

Miutan fény derilt a phyA-5 novények sériilt sejtmagi importjara, felmeriilt a kérdés,
hogy megvaltoztatja-e az Ala30Val aminosavcsere a PHYA molekula kotédését a FHY1 és a
FHL transzport molekuldkhoz. A kérdés megvalaszoldsdhoz éleszté két-hibrid rendszert
hasznaltunk, mely bizonyitotta, hogy a mind a teljes hosszisagi PHYA**%* mind az
N-terminalis 406 aminosavat tartalmazé PHYA****¥?(1-406) fragment jelent§sen kisebb
affinitassal kotédik a FHY1 és FHL molekuldkhoz (19. abra). Bar a teljes hosszusagu
fehérjék esetében a kiilonbségek nem dramaiak (kb. 50-60%-a a vad tipusénak) fontos
megjegyezni, hogy a PHYA és transzportereinek kotédése egyensulyi reakcié. Igy a kialakuld
egyensulyt alapjaiban meghatarozza a reakciopartnerek sztéchiometrikus viszonya.
Novényben a PHYA mennyisége jéval meghaladja meg a FHY1 és a FHL fehérjék
mennyiségét. Ezt a kortilményt éleszt6ben nem lehet reprodukalni. Emellett éleszt6ben a
vizsgalt kolcsonhaté fehérjék egy NLS szignalpeptidhez fuzionaltak, igy az in vivo
szituaciotol eltéréen mesterségesen az élesztésejtek sejtmagban lokalizaltak. Az élesztd
két-hibrid kisérletek soran tehat nem valésul meg az in vivo rendszerben oly fontos
fényfiiggd sejtmagi import. Feltehet6en ezeknek a kiilonbségeknek kodszonhetden ilyen
szerény az élesztében mért kiillonbség, mig novényben alacsony intenzitasu tavoli voros
fényben a fizioldgiai szinten tapasztalt kiilonbség szamottevéen nagyobb (kb. 3-szoros).

Hiltbrunner és munkatarsai megmutattak, hogy az NTE domén 6nmagaban nem képes
kotédni az FHY1 és FHL molekulakhoz (Hiltbrunner és mtsai. 2006). Az altalunk elvégzett
kisérletek eredményei ezt kiegészitik azzal, hogy az NTE domén és a Ala30 aminosav és a
kornyezetében elhelyezkedé aminosavak feltehetéen részei a transzport molekuldk
kotésében szerepet jatszo fehérjefelszinnek. Ez a felszin feltehet6en fiigg a fehérje
harmadlagos szerkezetétdl és nagy valdsziniiséggel a PHYA aktiv konformacidjanak (P«)

kialakulasaval valik funkciondlissa (Leitgeb és mtsai. 2012).
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5.6 — A phyA- 5 névények fenotipusa a sériilt sejtmagi importon
keresztiil valosul meg

Kisérleti eredményeink egybehangzéan a PHYAY*%" fehérje sériilt sejtmagi importjara
utaltak, mint a phyA-5 mutaci6é hatterében all6 molekuldris mechanizmus. Nyitva maradt
azonban a kérdés, hogy képes-e a sejtmagban elhelyezked6 PHYA*#°"* molekula a vad
tipusu PHYA-val megegyezd jeltovabbitasra. Ezért a létrehoztuk a PHYA-YFP-NLS és a
PHYA*™3YFP-NLS fdzi6s fehérjéket kifejez6 novényvonalakat. Ezeknek a vonalaknak a
mikroszkopos vizsgalata megmutatta, hogy a PHYA-YFP-NLS és a PHYA**2.YFP-NLS
molekuldk a fényviszonyoktol fiiggetleniil a sejtmagban lokalizaltak és gyenge tavoli voros
fényben is mindkét vonal a vad tipusu Ler és Ws novényekre jellemz6 fizioldgiai valaszt
mutatta. A vad tipusi PHYA és a PHYA**% molekuldk tavoli voros fény érzékelése és
jeltovabbitasanak hatékonysaga megegyez6. Igy a phyA-5 novények fenotipusanak
hatterében a PHYA**%%! fehérje sejtmagi import molekuldkkal (FHY1 és FHL) val6 csokkent
kolcsonhatasa all. Ez a gyengébb kolcsonhatds csak alacsony intenzitdst tavoli voros
fényben jar egyiitt a PHYA*3" csgkkent sejtmagi importjaval és a kovetkeztében kialakuld
sérilt valaszreakciokkal. A phyA-5 novények fenotipusa kondicionalis viselkedést mutat,
hiszen intenziv tavoli vorés fényben a phyA-5 novények a vad tipusd Ws noévényekkel
megegyezd valaszreakciékat mutattak. Ennek a jelenségnek a magyarazata feltehet6en az

emlitett fényviszonyok kozott kialakulé magasabb és a PHYA-val megegyez$ PHYA*®% p;

r

szint, mely képes ellensulyozni a PHYA**°"* fehérje és a sejtmagi transzporterek (FHY1,

FHL) csokkent kot6désének hatasat.

5.7 — A phyA- 5 fenotipust létrehozoé folyamatok modellje

Hiltbrunner és munkatarsai bizonyitottak, hogy a PHYA fényfiigg6é sejtmagi importjaban
a FHY1 és a FHL molekulak kulcsszerepet jatszanak. Ebben a munkaban kozolt élesztd
kéthibrid eredmények alapjan ugy gondoltak, hogy a PHYA NTE doménje 6nmagaban nem
képes az FHY1 és a FHL molekulakkal valé fényfiiggé kolcsonhatasra (Hiltbrunner és mtsai.
2006). Az aktiv PHYA fehérje (Ps konformacidja) kb. 60 perces féléletidével elbomlik, de a
bomlas sebessége fligg a PHYA sejtbeli lokalizaciéjatdl. Fankhauser és munkatarsai
bizonyitottak, hogy a PHYA fotoreceptor bomlasa a citoplazmaban — fhy1/fhl dupla null
mutans névényben, ahol nincs PHYA sejtmagi import — szignifikansan lassabb, mint vad
tipust névényekben, ahol a PHYA sejtmagi importja ép (Debrieux & Fankhauser 2010).

A dolgozatomban bemutatott kisérletes munka kiegésziti ezeket az informaciékat azzal,
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hogy a PHYA Ala30 oldallanca feltehet6en fontos eleme annak a fehérjefelszinnek, ahol a
FHY1, FHL és a PHYA molekuldk kotodése kialakul. Bar az FHY1 és az FHL molekulak
fehérje szintl homoldgiaja viszonylag alacsony (~30%) az éleszté kéthibrid méréseink
alapjan valészin(i, hogy a FHY1 és a FHL molekuldknak azonos a kotShelyliik a PHYA
felszinén, hiszen a phyA-5 mutaci6 mindkét transzport fehérje kotési affinitasat
csokkentette.

A phyA-5 novények fenotipusa csak alacsony tavoli voros fényben érvényesiil, ahol
kimutathatd, hogy a PHYA**"? fehérje sejtmagi importja erésen csokkent a vad tipusu
PHYA-hoz képest. FeltehetGen az Osszes gyenge tavoli vorosben tapasztalhatd jelenség:
(i) hiposzenzitiv HIR és VLFR valasz, (ii) csokkent PHYA**! degradacid, (iii) csokkent
érzékenység hosszu hullamhosszu tavoli voros fényben a sériilt sejtmagi importtal hozhaté
Osszefliggésbe.

A PHYA3%! yiselkedésének modelljét a 21. dbra mutatja be. Vorés és intenziv tavoli
voros fényben a PHYAY*%* molekula magas Py szintje ellensulyozza az Ala30Val aminosav
csere okozta csokkent kotodést a FHY1 és FHL molekuldkhoz, és ennek kovetkeztében a
phyA- 5 novények megkiilonboztethetetlenek a vad tipusu névényektdl.

Alacsony intenzitdsu tavoli vorés fényben azonban a PHYA**°™ molekula sejtmagi
importja szignifikdnsan csokkent — a vad tipusd PHYA-hoz képest — és ez a jelatvitel és a
degradacidé limitalo faktorava valik. Ilyen korilmények kozott a PHYA-5 molekula nem
képes a sejtmagba jutni, igy degradacioja lassabb a vad tipusu PHYA-nal és ezaltal
megnovekedik a kialakuld egyensulyi fehérjeszint. A PHYA-5 fehérje sériilt jelatvitele is a
csokkent sejtmagi import kovetkezménye (VLFR és HIR egyarant).

A tavoli voros fény a novekvo hullamhosszal egyre alacsonyabb Py aranyt hoz létre, igy
nem meglepd, hogy a phyA-5 novények ebben a tartomanyban a hullimhossz
novekedésével egyre kisebb fiziolégiai valaszreakciét mutatnak, mint a vad tipusiu Ws

novények.
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21. dbra — A PHYA"*™ fehérje sejtmagi importja sériilt gyenge tavoli vords fényben
A PHYA®%4 fehérje miikodésének modellje:

A — Gyenge tavoli vords fényben a vad tipust PHYA Py ardnya alacsony. Az FHY1 és FHL
molekuldkkal val6 kolcsonhatasnak koszonhet6en azonban sejtmagi transzportja
hatékony. Ennek kovetkeztében jelatvitele aktiv, degradacidja pedig gyors, hiszen a
gyors sejtmagi és a lassabb citoplazmas degradacids folyamatok is zajlanak.

B — Gyenge tavoli vorés fényben a PHYA** a vad tipusi PHYA-val megegyezd,
alacsony Py aranyt ér el. Viszont az NTE doménben 1évé Ala30Val aminosav csere
kovetkeztében az FHY1 és FHL sejtmagi traszpor molekulakhoz nem, vagy csak kevésbé
képes kotddni. Igy jelatvitele nem miikédik, vagy sériilt, degradaciéja pedig lassabb a
vad tipusu PHYA-énal, mert csak a citoplazmaban 1évé lassabb degradacidés folyamat
megy végbe.

C — Intenziv tavoli vords fényben, vagy voros fényben a kialakulé magas Py arany képes
ellenstlyozni az Ala30Val mutacié hatasat, igy a PHYA**#"¥ és a PHYA molekuldk
egyforma sejtmagi importot, degradacidt és bioldgiai aktivitast mutatnak.
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6 — A PHYB Ser86 foszforilaciojaval kapcsolatos kisérleti
eredmények

6.1 — A PHYB NTE doménje foszforilalt szerin oldallancokat hordoz

Korabbi tanulmanyok megmutattdk, hogy a PHYB képes in vitro autofoszforilacidra, a
fehérje NTE régidjaban talalhat6 szerin oldalldncokon (Han és mtsai. 2010). Nyitva maradt
azonban a kérdés, hogy hordoz-e foszforilalt aminosav oldallancokat a PHYB in vivo. Ennek
tisztazasadhoz harom hetes fény sotét cikluson névesztett transzgénikus novényekbdl
izolaltunk PHYB-TAP-GFP fuziés fehérjét, melynek MALDI-TOF-MS analizisiét a Szegedi
Bioldégiai Kutatokézpont Proteomika Csoportja végezte el. Ez a vizsgalat vezetett a PHYB
NTE régidjaban taldlhaté tobb foszfo-szerin oldallanc felfedezéséhez. Két peptid

tartalmazott foszfat csoportot fajlagos toltésiik alapjan: az egyik a 23., 24. és 25. pozicidban
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Lycopersicon PHYF S---EQ----- QFCYSSSVNLSN--STSNVPSSTVS--DYLOKMORGSLIQPFGCMI

Solanum PHYA SFDYSSSVRVTNVAEGEORPKSDKVTTAYDHOIQKGKFIQPFGCLL
Solanum PHYB FFDYSQSVKIT----TQS--VPERQLITAYDTK IQRGGHLQPFGCML
Glycine PHYA SFDYSSSVRVSGTADGVNGPRSDKVTTAYDR----GXMIQPFGCLL, ) Hivelyesek
Glycine PHYB SFNYSESIRIA----SES--VPEQQITAYDVKIQRGGFIQPFGSMI
Oryza_ PHYA Y-—-GD-——-~ SFDYSKLVEAQRTTGPEQQARSEKV-TAYDHHIQRAKLIQPFGCLL
Oryza_ PHYB SFDYTQSLRAS----PTP--SSEQQIAAYDSRIQRGGHIQPFGCTL
Oryza_ PHYC HFDYSSSVGAAN---RSGATTSNVS--AYDQNMORGRFVQPFGCLL
Avena PHYA Lype SFDYSKLVEAQRDGPPVQQGRSEKV-IAYDQHIQKGXLIQTFGCLL
Avena PHYA type SFDYSKLVEAQRDGPPVQOGRSEKV-IAYDQHIQKGKLIQTFGCML Pézsitﬂ’jvira’g(]ak
Avena PIYA type 5§  S-—-GD-———- SFDYSKLVEAQRDGPPVQQGRSEKV-IAYDQHIQKGXLIQTFGCLL

;s W

Sorghum_PHYA S-- —--SFDYSKLVEAQRSTPSEQQGRSGKV-IAYDQHIQRGXLIQPFGCLL
Sorghum_PHYB SGA —---SFDYSQSLRAP----PTP--SSEQQIAAYDSRIQRGGHIQPFGCTL
Sorghum PHYC S-—-Q —---NFDYSSSVSAAI---RPSVSTSTVS--TYHQTMORGLYIQPFGCLL
Zea_ PHYA S=m=G D= SFLYSKLVEAQRSTPPEQOGRSGKV-IAYDOHIQRGKLIQPFGCLL

22. abra — A PHYB 86. poziciéban konzervalt szerin oldallancot hordoz.
A bemutatott fehérjeszekvenciak 6sszehasonlitdsa demonstralja, hogy az Arabidopsis

PHYB Ser86 oldallanca er6sen konzervalt a ndvényvilagban els6sorban a PHYB
homol6gok esetében.
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talalhat6 Ser oldallancok egyikén, mig egy masik peptid a 86. pozicioju Ser oldallancon. A
késdébbi kisérletek a 86. pozicioban taladlhaté Ser foszforilacidjanak markans biologiai
jelent6ségét erdsitették meg. Fitokrom fehérjeszekvencidk osszehasonlitisa ramutatott,
hogy a PHYB molekula Ser86 aminosav erdsen konzervalt a kétszik{i névények korében és
el6fordulasa gyakori az egyszik(i névények PHYB homologjai kozott is. (22. abra)

Az MALDI-TOF-MS analizis eredményét megerdsitendd sotétben és vords fényben nevelt
PHYB-YFP csiranovényekbdl késziilt fehérjekivonatokat is megvizsgaltunk Zn-Phos-Tag
denatural6 gélelektroforézis segitségével (Kinoshita & Kinoshita-Kikuta 2011). A mo6dszer
soran hasznalt modositott poliakrilamid matrix nagyobb affinitassal koti a foszforilalt
fehérjéket, ezaltal lehetvé téve ugyanazon fehérje foszforilalt és nem foszforilalt formainak
elvalasztasat. A 23. abran lathatoé kisérleti eredmények tanusitjak, hogy a PHYB-GFP fehérje
él6 novényben is foszforilalt. Elmondhat6, hogy a PHYB egy foszfoprotein, mely tény

megerdsitést nyert két kisérleti rendszerben is.

23.abra— A PHYB fehérje foszforilalt
in vivo

4 napig soOtétben és allandd voOros
fényben (40 pmol-m™-s™) névesztett vad
tipusi és transzgénikus novényekbol -
késziilt fehérjekivonatokban a e T -
PHYB-GFP fehérjét oGFP antitesttel
mutattuk ki. A fehérje foszforilalt és nem A —
foszforilalt formait denaturalé Phos-tag
poli-akrilamid gélen valasztottuk el. A
szaggatott nyil a foszforilalt, a folyama-
tos nyil a nem foszforilalt PHYB-GFP fehérjét mutatja. A kivonatokban lamda protein
foszfataz (APPase) kezelés hatasara (+) a foszforilalt fehérje eltiinik, a nem foszforilalt
fehérje mennyisége pedig megemelkedik. A blott als6 részén léathatd, az oACTIN
antitesttel 1athatova tett aktin bels6é kontroll, mely mutatja, hogy azonos mennyiségi
fehérjekivonatot hasznaltunk az analizalt mintak esetében.

Soététben Voros fényben
Col-0  phyB-GFP Col-0  phyB-GFP
APPase = + 2 +

t

a ACTIN

6.2 — A PHYB foszforilalt és defoszforilalt formait imitalo
molekulakat kifejezé névényvonalak

A PHYB Ser86 foszforilaci6 PHYB jelatvitelre gyakorolt hatasanak vizsgalatahoz két
génkonstrukciot épitettiink. Ezek a PHYB Ser86 oldallancanak foszforilalt, illetve
defoszforilalt allapotat utdnzé aminosav szubsztiticiét hordozé PHYB valtozatokat
kédolnak:

* 35S, om-phyBS I YFP

Ez a génkonstrukci6 a PHYB gén iranyitott mutagenezissel 1étrehozott verziojat

kédolja, mely Ser86Ala szubsztituciot eredményez. Errdl a génrdl kifejez6d6 PHYB
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molekula a 86. szerin oldallancanak defoszforilalt allapotara jellemzd negativ
toltésekben szegény allapotot hoz létre.

*  35Spom-phyB*"*P-YFP

Ez a génkonstrukci6 a PHYB gén iranyitott mutagenezissel 1étrehozott verzi6jat
kédolja, mely Ser86Asp szubsztiticiot eredményez. Errdl a génrél kifejez6d6 PHYB
molekula a 86. szerin oldallanc foszforilalt dllapotara jellemz6 negativ toltésekben
gazdag allapotot hoz létre.

Mindkét génkonstrukciot Arabidopsis thaliana Col-0 o6kotipus, phyB-9 (a phyB null
mutans alléljat hordozd) hattérbe transzformaltuk. A tovabbi kisérleteket a transzgént
azonos szinten kifejez6 homozigéta utédvonalakon végeztiik. A kisérletek kontrolljaként
egy korabban késziilt, koriiltekintéen karakterizalt 35S,om-PHYB-GFP transzgént phyB-9

hattérben hordoz6 vonalat hasznaltunk.

6.3 — A PHYB?®*"®**P fehérjét Kifejez6é novények csokkent voros
fényérzékenységgel rendelkeznek

Kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk, hogy a PHYB Ser86 aminosav Ala és Asp
szubsztitucidi hogyan befolyasoljak a névények fényfiiggé fiziologiai fejlédését. A kisérlet
soran 4 napig novesztettiink csirandévényeket kiillonb6zd intenzitasu vords fény alatt. A 4.
nap végén megmértiik a kiilonb6z6 intenzitasd voros fénykezelésnek kitett csirandvények
atlagos hipokotil hosszat. A 24. dbran bemutatott grafikonon latszik, hogy az 6sszes PHYB
tdltermel6 vonal (PHYB-GFP, PHYB®*"®¢42-YFP, PHYB®*"®A-YFP) érzékenyebb voros fényre,
mint a vad tipusu Col-0 noévény, melynek fiziologiai valasza kb. 50 umol-m?*s™* voros
fényintenzitasnal éri el maximalis értékét. A transzgénikus PHYB tultermeld vonalak koziil
a legkisebb voros fényérzékenységgel a PHYB*™®***-YFP — PHYB foszforilalt allapotat
utdnzé — fehérjét kifejezd vonal rendelkezik, ami kb. 10 pmol-m?s™ véros fényintenzitasnal
éri el fiziolégiai valaszanak maximumat. A masodik legérzékenyebb vonal a vad tipusu
PHYB-GFP fuzi6s fehérjét kifejez§ vonal, aminek fizioldgiai valasza kb. 1 pmol-m™*s™ voros
fényintenzitas mellett éri el a telitett szintet. A voros fényre legérzékenyebb a
PHYB®"#A2.YFP — PHYB defoszforilalt allapotat utanzé — fehérjét kifejezd vonal, melynek
fiziolégiai valasza mar 0,1 pmol'm?s® vords fényintenzitdsnal telitett szintet ér el
Osszefoglalva elmondhat6, hogy a minden PHYB fehérjét tiltermeld vonal a vad tipusu
Col-0 novényhez képest hiperszenzitiv voros fényre. A tultermeld vonalak fiziologiai

valaszardl elmondhat6é, hogy a PHYB fehérje defoszforilalt formajat hordozé vonal
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(PHYB®"8¢42.YFP) extrém fényérzékenységgel, mig a a PHYB fehérje foszforilalt formajat
hordozé vonal (PHYB®*"®****-YFP) erdsen csokkent fényérzékenységgel rendelkezik. Mindkét
vonal kb. 1-1 nagysagrenddel kisebb, vagy nagyobb fényintenzitas mellett mutat a vad

tipust PHYB-GFP fehérjét kifejez6 vonalhoz hasonl6 fiziol6giai valaszt.

N1
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0.001 0.01 0.1 1 10 100
Fényintenzitas [umol-m2s™]

24. Abra-— A PHYB®"®%***.YPF-t kifejez6 vonal csékkent ,mig a PHYB*"®-YPF-t kifejezd

vonal megndvekedett fényérzékenységgel rendelkezik a PHYB-GFP vonalhoz képest
A csiranovények 4 napig novekedtek kiilonboz6 intenzitdst vords fény alatt, majd

meghataroztuk atlagos hipokotil hosszukat (n = 30) sotétben nétt kontrollhoz
novényekhez képest. A hibasavok a standard hibat mutatjak.

6.4 — Kisérleti célok és hipotézisek

Voros fényben a PHYB fotoreceptor jatssza az elsGdleges szerepet a novekedés és egyéb
fényfiiggd folyamatok szabalyozasaban. A PHYB MALDI-TOF-MS analizise alapjan a
molekula NTE régit6janak Ser86 oldallanca a foszforilalt. A foszforilalt (PHYB®"®4") és
defoszforilalt (PHYB®®4%) llapotait utdnzé irdnyitott mutagenezissel létrehozott PHYB
varidnsokat Kifejez6 novények fejlédése voros fényben jelentds eltérést mutatott a vad
tipusut PHYB-t kifejez6 kontroll novényekéhez képest, azt sugallva, hogy a PHYB
foszforilacioja a Ser86 oldallancon egy lehetséges érzékenység csokkentdé mechanizmus
része a PHYB jelatvitelében. A PHYB Ser86 foszforilacio6 hatterében all6 molekularis
mechanizmus feltarasahoz a kovetkez6 kérdések megvalaszoldsan keresztiil jutottunk el:

* Hogyan befolydsolja a Ser86Asp és a Ser86Ala aminosav szubsztiticié a PHYB

fehérje stabilitasat



A PHYB Ser86 foszforilaciéjaval kapcsolatos kisérleti eredmények 72

Hogyan befolyasolja a Ser86Asp és a Ser86Ala aminosav szubsztiticié a PHYB
sejtmagi importjat

Hogyan befolydsolja a Ser86Asp és Ser86Ala aminosav szubsztitici6 a PHYB
sejtmagi komplex képzését

Hogyan befolyasoljak a Ser86Asp és a Ser86Ala aminosav szubsztitiuciok a PHYB-
nek a jelatviteli lancanak komponenseivel val6 kélcsonhatast

Hogyan befolyasolja a Ser86Asp és a Ser86Ala aminosav szubsztiticié a PHYB
molekula spektralis tulajdonsagait

Hogyan befolyasolja a Ser86Asp és a Ser86Ala aminosav szubsztiticié a PHYB

s sz

6.5 — A PHYB fehérjestabilitasat a Ser86Asp és Ser86Ala aminosav
szubsztitucio nem befolyasolja

PHYB molekula Ser86Ala és Ser86Asp aminosav szubsztiticiéinak PHYB jelatvitelre

gyakorolt hatdsanak egyik lehetséges magyarazata, hogy az emlitett aminosavcserék

megvaltoztatjdk a PHYB fehérje stabilitasat és ezzel a jelatvitelben résztvevé molekuldk

mennyiségét. Ennek a hipotézisnek a teszteléséhez 4 napos, sotétben nevelt, PHYB-GFP-t,

PHYBS"864s*-.YFP-t és PHYB"®**2-YFP-t kifejezd csiranovényeket kezeltiink 0,1 pmol-m?s™

voros fénnyel 3, 12 és 24 6ran at. Ezutdn a novényekbdl fehérjekivonatot készitettiink, majd

aGFP

aACTIN

PHYB-GFP PHYBS®As-YFP  PHYBSe®oAR.YFP

e T T [ ee——————"

0 3 12 24 0 3 12 24 0 3 12 24
Voros fénykezelés id6tartama [h]

25. dbra — A PHYB Ser86Ala és Ser86Asp aminosav szubsztiticidéi nem befolyasoljik a

PHYB vo6ros fény indukalta lebomlasat

A Kisérlet sordn a 4 napig sététben nétt, PHYB-GFP, PHYB**"®4-YFP és aPHYB*"®**-YFP
fehérjéket kifejezd csiranovényeket kezeltiink 0,1 umol'm™?s™ intenzitasu voros fénnyel
3, 12 és 24 o6ran keresztiil. Ezt kovet6en 0ssz-fehérje kivonatot készitettiik és Western
blot segitségével meghataroztuk a PHYB-GFP és a foszfovaridnsok fehérjeszintjeit,
melyeket GFP antitest segitségével mutattunk ki. Minden mintabdél azonos mennyiségii
osszfehérjét hasznaltunk a kisérlet soran, amit az azonos aktin fehérje mennyinnyisége
is mutat.
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a PHYB-GFP és foszfovariansainak mennyiségét Western blot segitségével meghataroztuk.
A kisérlet eredményét bemutatd 25. abran lathat6, hogy a kezelés soran a PHYB-GFP,
PHYBS"8A.YFP és aPHYB*"8*2-YFP fehérjék szintje nem valtozik a fénykezelés soran. Ez
alapjan a PHYB és foszfovaridnsainak eltéré vords fényérzékenységéért nem a
foszfovariansok megvaltozott fehérjestabilitasa és az ebbdl eredd eltér6 mennyiségiik

teheto felel6ssé.

6.6 — A PHYB®*"®°**? fehérje csokkent sejtmagi importtal
rendelkezik

A PHYB fehérje jelatvitelében is fontos szerepe van a sejtmagi importnak, hiszen a
citoplazmaban elhelyezkedd6 PHYB nem miikod6képes (Palagyi és mtsai. 2010).
Mikroszképos kisérletek tanisdga alapjan a sotétben nétt novények citoplazmajaban és
sejtmagjaban is jelent6s mennyiségli PHYB fehérje talalhat6. Fénykezelés hatasara azonban
a sejtmagi PHYB mennyiség jelentdsen megemelkedik (Pfeiffer és mtsai. 2012). Hasonléan
a PHYA-hoz a PHYB sem hordoz sejtmagi lokalizaciés szignalt (NLS), igy sejtmagi
transzportja NLS motivumot tartalmaz6é molekuldkkal valé kolcsonhatason Kkeresztiil
valésul meg. A sejtmagi PHYB szint fénykezelés hatasara val6 megemelkedésében pedig a
PHYB P formajaval specifikusan kolcsonhaté molekulak jatszanak szerepet. A PHYB
sejtmagi transzportjdban eddig egyetlen, bizonyitottan résztvevé fehérje a PIF3 bHLH
transzkripcids faktor (Pfeiffer és mtsai. 2012). Mivel a PHYB**"%A2.YFP ¢s PHYB®*"#*s*.YFP
mutans fehérjék ellentétes modon befolyasoltak a fényfliggd hipokotil névekedést a vad
tipusia PHYB-GFP fehérjét kifejez6 vonalhoz képest, felmeriilt a kérdés, hogy ezt a hatast
esetleg a megvaltozott sejtmagi import okozza. Ennek tesztelésére 4 napos sotétben nott
novényeket kezeltiink 2 6ran keresztil kiilonb6z6é intenzitasi vords fénnyel, majd
tesztekkel egybehangzdéan a PHYB*™*“.YFP felhalmozddasa volt a leger6sebb
1 pmol'm™*s™ és 5 umol'm*s™ intenzitdsi fénykezelés utan. A PHYB-GFP akkumulacidja,
bar j61 mérhetd volt, elmaradt a PHYB*™**2-YFP szintjét6l, mig a PHYB**"®A*-YFP sejtmagi
szintje nem mutatott szignifikans emelkedést a sotétben nétt kontroll névények sejtmagi
PHYB®"8A*.YFP szintjéhez képest. Ezzel ellentétben 2 6rds 43 umol'm?s? voros
fénykezelés hatasara, mindharom PHYB varians azonos sejtmagi akkumulaciét mutatott. A
26. dbran bemutatott eredményeket 6sszefoglalva elmondhatjuk, hogy alacsony PHYB P

szintek esetén — alacsony intenzitdsi voros fénykezelés hatdsara — a PHYB*8¢A2-.YFP
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fehérje importja hatékonyabb, mint a PHYB-GFP-¢é, mig a PHYB®"®***-YFP sejtmagi szintje
nem mutatott szamottevé emelkedést. Intenziv voros fénykezelés alatt viszont a harom

forma sejtmagi importja egymastdél megkiilonboztethetetlen.

26. Abra — A PHYBS™®®A*.YFP alacsony

intenzitdsd voros fényben csokkent

sejtmagi importot mutat
4 napos sotétben nétt novényeket az alul

jelzett intenzitasa voros fénnyel , 2 6ran

35  PHYB-GFP [
30 ™PHYB™=™YFP
Ser86As
it kezeltiik (kivéve: 0 - sotét kontroll) g5 | BRI
Ezutan a hipokotil fels6 harmadanak
epidermisz  sejtjeir6l epifluoreszcens 2.0 I
mikroszkép segitségével képeket =15 1
készitettlink (minden Kkezelés esetén
n=40) és a képeken megmértik az 1.0 =
atlagos sejtmagi fluoreszencia I
. N : 0.5
intenzitasat. A grafikonon a kezeletlen
mintdhoz viszonyitott fluoreszencia 0.0
0 1 5 45

intenzitds novekedése lathats. A o . b
hibas4vok a standard hibat jelzik. Fényintenzitas [umol-m™-s™]

Sejtmagi fluoreszencia

6.7 — A PHYB®*"®°**P fehérje csokkent sejtmagi komplexképzést
mutat

Sotétben a sejtmagban lokalizalt PHYB a nukleoplazmaban diffaz allapotban van jelen.
Voros besugarzas hatasara a sejtmagi PHYB mennyisége n6 és a megvilagitas idétartamatol,
valamint intenzitastdl fliggd modon megindul az aktiv PHYB Ps molekulaknak nuklearis
protein komplexekhez kapcsolédasa, melyeket spekle-nek (nuclear bodies vagy
photobodies) nevez a szakirodalom (Kircher és mtsai. 2002). Az igy kialakult
komplexeknek szama és mérete a voros fény intenzitasatol fligg. Hogy megvizsgaljuk a
PHYBSe"84 g5 PHYB®'®42 aminosav szubsztiticiok hatdsit e komplex-képzddési
folyamatra, 4 napos sotétben nétt novényeket kezeltiink 6 o6ra hosszan kiilonb6z6
intenzitasu voros fénnyel. Ezt kovetéen mikroszképpal koévettiik a PHYB-GFP-nek és
foszfovariansainak sejtmagi viselkedését. A kisérlet eredményeit a 27. abra foglalja 0ssze.
Lathat6, hogy a PHYBS®*2.YFP, defoszforilalt format utdnzd varidnst kifejez6 novények
esetében mar 0,1 pmol'm*s™ intenzitdsi voros besugarzas utan kialakulnak a nuklearis
komplexek. A vad tipusa PHYB-GFP-t kifejez6 novényeknek ezzel ellentétben egy
nagysagrenddel nagyobb intenzitast, 1 umol-m?s? voros besugdrzdsra van szikségiik
ahhoz, hogy beinduljon a sejtmagi komplexek képzédése. A legnagyobb voros

fényintenzitasra a PHYB®*"®****-YFP, foszforilalt format utanzoé varianst kifejezé névényeknek
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van sziiksége, melyek sejtmagi komplex-képzddése a PHYB-GFP-vel és a PHYB*"¢A2-YPF-vel
ellentétben 2 pmol-m™*s™ intenzitdsi voros besugarzas hatidsira még nem indul be.
50 pmol'm™s™ véros fényintenzitds esetében, ahol a hipokotil novekedési valasz és a
sejtmagi import mar mindharom PHYB format kifejez6 névény esetében maximalis szintet

ér el hasonlé szamu és méretii sejtmagi komplexet formazott.

27. Abra — A PHYBS™®As*.YFP-t kifejezd PHYB PHYBSereeA= PHYpSeréoasp

novények sejtmagi komplex-képzidése
nagyobb vo6rés fényintenzitds mellett

indul csak be S

A 4 napos, PHB-GFP-t, PHYB*"®*2.YFP

vagy PHYBS"™®**.YFP-t kifejez6 phyB-9
novényeket 6h-as a bal oldalon jelzett

6.8 — A PHYB®>*"®°*? csokkent PIF3 kot6 kapacitassal rendelkezik

alacsony intenzitasu voros fényben

pmol-m2-s™

intenzitasu vOros fénykezelésnek
vetettik ald, majd fluoreszcens -
mikroszképpal kovettik a PHYB-GFP-
nek és foszfovaridnsainak sejtmagi
komplex képzddését a hipokotil felsd
harmaddnak epidermisz sejtjeiben. A
képek a reprezentativ allapotokat
mutatjak (n = 50).

pmol-m2-s7! pmol-m?-s’!

50
pmol-m?2-s™!

A PHYB konformaci6 fiiggd modon hat kolcson jelatvitelének komponenseivel, amik
koziil a PIF géncsalad tagjai a legjobban karakterizaltak. Az el6z6 kisérletek megmutattak,
hogy a PHYB"®A®.YFP-t, — foszforildlt format utdnzé varidns — Kifejezd novények
fiziolégiai valasza és a PHYB®*"®**P-YFP molekulak a sejtmagi importja is csokkent volt a vad
tipusu PHYB-GFP-t kifejez6 novényekhez viszonyitva. Mivel a PIF3 az egyetlen faktor, amely
bizonyitottan részt vesz a PHYB sejtmagi importjdban (Pfeiffer és mtsai. 2012), kévetkez6
lépésként tesztelni szerettiik volna, hogyan befolydsoljdk a Ser86 aminosav szubsztiticidi a
PHYB - PIF3 kolcsonhatast. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasahoz élesztd két-hibrid
rendszert hasznaltunk. A kisérlet soran hasznalt éleszt6 vonalak a AD-PIF3 faziés fehérje
mellett a PHYB(1-651)-BD, a PHYB(1-651)%"".BD, PHYB(1-651)%®4BD f(izi6s fehérjék
valamelyikét fejezték ki. Az élesztlsejteket voros fénnyel kezelve a PHYB(651) és foszfo-

variansai Py konforméaciéba alakulnak, melyek képesek a PIF3 molekulat megkdtni. Az igy
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kialakulé komplexek szamaval aranyos a 3-galaktozidaz riportergén kifejez6dése az élesztd
sejtekben. Az éleszt6kulturakat alacsony intenzitdsd vords fénnyel kezelve
(0,03 umol'm™®s™) a PHYB(N651)%"®" rendelkezett a legnagyobb, a PHYB(N651)
szignifikdnsan kisebb, mig a PHYB(N651)%%4% 3 legkisebb AD-PIF3 kotési kapacitassal.
Magas intenzitasu 20 umol'm™?-s™ voros fénykezelés esetén a harom PHYB(651) varians
kozel azonos AD-PIF3 kotési kapacitassal rendelkezett, mely azt mutatja, hogy a PHYB(651)
Ser86Asp, vagy Ser86Ala szubsztiticidja nem zavarja fizikailag az AD-PIF3 kot6dését, csak
a koélcsonhaté molekula parok 1étrejottének kinetikajat befolyasolja. Az kisérlet eredményét

a 28. abra mutatja be.

28. abra — A PHYB*"®**(651) alacsony
intenzitdsd vorés fényben csékkent
affinitasal koti PIF3 fehérjét

A PHYB(651)-BD, PHYB®'®"2(651)-BD,
vagy a PHYB*™®**(651)-BD fehérjék
egyikét a AD-PIF3 fehérjével egyiitt
kifejez6 éleszt6 vonalak folyadékkultu-
rajat éjszakan at novesztettiik, kiilséleg 40
adagolt PCB kromofért tartalmazé
tapoldatban. Igy létrejottek az érett 30
PHYB(651)-BD és foszfovarians fehérjék.

A kultirakat ezutan kettéosztottuk és 10 20
percig az alul jelzett intenzitasu voros i
fénnyel kezeltiik. Az ezt kovetd 4 oras 18
sotét periddusban hagytuk felhalmoz- g 5
6dni a [(-galaktoziddaz enzimet, majd 20 pmol-m?-s™" 0.03 pmol'm?s™
mértilk annak aktivitdsat. A mérési Voras fénykezelés
pontok harom bioldgiai ismétlés atlagai,

a hibasavok a standard hibat mutatjak.

60 PHYB(N651)

B PHYBS"®42(N651)
W PHYBSe"®%A?(N651)

12

50

Miller unit

9
6w

3

6.9 — A PHYB foszfovariansainak spektralis tulajdonsaga és
fotokonverzidja megegyezik a vad tipusi PHYB molekulaéval

A PHYB foszfovariansainak fiziologiai és molekularis analizise soran a Ser86 foszforilalt
allapotat utanzo, PHYB®"®A*-YFP-t kifejezd novények mindig csokkent, mig a defoszforilalt
allapotat utdnzo PHYB®"®*2.YFP molekulat Kkifejez6 noévények érzékenyebb jelatvitelt
mutattak a vad tipusa PHYB-GFP-t hordozé névényekhez viszonyitva. Az jelenség egyik
lehetséges magyarazata, hogy a Ser86 szubsztiticidi megvaltoztatjdk a kromofor
viselkedését és ez all az eddig ismertetett eredmények hatterében. A kérdés tisztazasahoz,
hogy a PHYB Ser86 Asp és Ala szubsztiticioi befolyasoljak-e a PHYB kromoférjanak
fényfiiggd viselkedését, megmeértiik az emlitett molekulak differencial spektrumat, valamint

Py —P, fotokonverzidjuk kinetikajat. A kisérletekhez a PHYB-YFP-t és foszfovariansait
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élesztd heteroldg rendszerben termeltiik annak érdekében, hogy kizarjuk a névényi
sejtekben jelenlevd kolcsonhato partnerek esetleges befolyasolé hatasat. A kisérletek soran
az élesztd sejtekben termelt PHYB-YFP, PHYBS®4P.YFP és PHYB"®4*.YFP apoproteinek
érését hozzaadott PCB kromoforral segitettiik eld.

A differencidlspektrum méréséhez a PHYB-YFP, PHYB " ®*.YFP és a PHYB®®A.YFP
fuzios feherjék egyikét kifejez6 élesztd kulturakat novesztettiink. A mérés soran a PHYB
varidnsoknak el6szor a vords (660 nm) fényben kialakul6é spektrumat rogzitettiik, amit a
tavoli vOoros (715 nm) fényben kialakul6é spektrum referencidjaként hasznaltunk. Ezzel a
modszerrel jol lathatova tehet6ek a a Ps — P, konformacios atalakulast kisérd spektralis
valtozasok, mivel csak azokon a hullamhosszokon kapunk cstcsot és volgyet, ahol valtozik a
molekula fényelnyelése a konformacid valtozast kovetéen. A 29. abran lathat6 differencial
spektrumok alapjan a PHYB-YFP és a foszfovariansainak differencial spektrumai kozott

nincs szamottevd kiilonbség.

29.abra— A PHYB és foszfo-
varidnsainak differencidl spektrumai

o 0.005
azonosak o PHYB.YEP
A P, - Pg differencidl spektrumokat £ 0.004 — PHYBSeEeA P
éleszt6ben termelt, részlegesen tisztitott :% 0.003 —— PHYBSer8Ase.yFp
tisztitott PHYB-YFP, PHYB®**"®*2.YFP, S M
PHYBS%*».YFP holoproteinek abszor- & U 0 ﬂ
bcidjanak mérésével Aallitottuk els. A §0-001 ) W
mintakat elészor tavoli vords fénnyel 2 O'Jrov \7"“ h,‘ﬂ‘h 7
kezeltik és felvettik az ilyen : PJ\ e
koriilmények kozott kialakulé P, forma =00 ,
spektrumat. Ezutan megmértiik a voros -0.002
fényben kialakulé Py formara jellemzé -0.003
fényelnyelést, az el6z6 mérést hasznalva 620 640 660 680 700 720 740 760
referenciaként (P, - Pg). Hullamhossz [nm]

A masodik kérdés ami megvalaszolasra vart, hogy befolyasolja-e a PHYB Ser86 Asp és
Ala szubsztiticidja a kromofér és a fehérje fényfliggd konformaciovaltozasat. A mérés soran
a mintdkat elszor intenziv voros fénnyel kezelve (60 umol'm?s?) a az elméletileg
lehetséges legmagasabb PHYB Pg/P.: aranyt (85%) hoztuk létre, majd a mintakat
kiillonboz6 ideig tarté tavoli voros fénykezeléssel (6 pmol'm?s™') djra P, formaba
alakitottuk. A fénykezelést kovetéen mértiik a tavoli voros fénydozis fliggvényében
csokkend Pg/Pw: ardnyt. Mivel ilyen intenzitds és id6tartamok mellett a tavoli voros

besugarzas ddzisa nem volt elég ahhoz, hogy a hullaimhosszra jellemzd P /P egyensuly



A PHYB Ser86 foszforilaciéjaval kapcsolatos kisérleti eredmények 78

(kb. 2-3% Pg) kialakulhasson, a Px =P; egyensuly ilyen kortilmények kozott er6sen a PHYB
P, képzbdés iranyaba tolédik. Igy a 30. 4bran bemutatott grafikonon a kiilonbézé PHYB
variansoknak a Ps —P, fotokonverziés Kkinetikaja lathat6. Mindharom forma
fotokonverzidjanak féléletideje kb. 45 masodperc 6 umol-m?s™* tavoli voros fénykezelés
hatasara. Az eredmények alapjan a harom vizsgalt PHYB varidns azonos Px —P:
fotoreverzios kinetikaval rendelkezik, vagyis a Ser86 szubsztitucioi nem befolyasoljak sem

a kromofér, sem az ezt koveté PHYB fehérjemolekula konformaciévaltozasat.

30.abra— A PHYB és foszfovaridnsai
azonos Ps —P, in vitro fotokonverziés
kinetikaval rendelkeznek

Az éleszt6ben kifejezett, érett PHYB-YFP,
PHYB®*%A2.YFP, PHYB®*"®r.YFP fehér-
jék fotokon-verzidjanak méréséhez a
kulturdkat el6szo6r intenziv ~ vOrds
fénykezeléssel (60 pmol'm?*s™) P
konformaciéba alakitottuk , majd
kiilonbo6zé id6tartamu tavoli  voros
kezeléssel (6 pmol'm?s™) P, konfor-
macidba alakitottuk vissza. A
fénykezelés végén mértilk a kialakult
Pe /Pw: aranyt. Az értékeket az elérhetd 0

legmagasabb Py aranyhoz (85% P, / Piot) 0 15 30 45 60 75 90 105 120
viszonyitva abrazoltuk. Minden mérési Tavoli vors kezelés [sec]
pont legalabb 3 biolégiai ismétlés atlaga,

a hibasavok a standard hibat mutatjak.

-
N
o

PHYB-YFP
pHYBSerBSAIa_YFP
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6.10 — A PHYB®*"®%** felgyorsult sotét reverzids Kinetikaval
rendelkezik

A valtozé kornyezeti faktorok folyamatos monitorozasaban els6dleges szereppel bir az
adott jelet felfogd aktivalt receptor molekuldk inaktivaci6ja. A PHYB esetében ezt a
folyamatot sotét reverzionak hivjuk, mely az aktiv PHYB Px molekuldk spontan relaxaci6jat
jelenti inaktiv P, konformacidba. Ez a reakcié a fotokonverziotol eltéréen csak Pg —P.
iranyban jatszodik le. A vad tipusu PHYB sotét reverzioja kb. 60 perces féléletiddvel zajlik,
igy meglehetdsen lassu folyamat az aktiv PHYB Pg molekuldkat 1étrehoz6 fotokonverziéhoz
képest. Utdbbi féléletideje intenziv vords fénykezelés esetén masodperces skaldn mozog.
Belathatd, hogy a sotét reverzié akkor gyakorol szdmottevd hatast a PHYB jelatvitelre,
amikor a PHYB P; mennyisége alacsony, ami vad tipusi PHYB esetében csak alacsony
intenzitasi voros kezelés hatasara jon létre. Lehetséges azonban, hogy a PHYB

foszforilacioja a 86. szerin oldallancon befolyasolja a sotét reverzid sebességét és a PHYB és
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foszfovariansainak eltéré viselkedését a megvaltozott sotét reverzié okozza. A kérdés
tisztazdsdhoz megmértiilk a PHYB-GFP, a PHYBS"®***.YFP és a PHYB"®**2-YFP molekulak
sotét reverzidjanak kinetikajat novényi, valamint élesztd heterolég rendszerekben.

Els6ként az élesztd sejtekben kifejezett PHYB-YFP, PHYB*"8¢4s*.YFP és PHYB®"8*2.YFP
molekuldk in vitro sotét reverzidjanak kinetikajat vizsgaltuk meg. A folyadék kultarakat 1
percig intenziv voros fénnyel kezeltiik (60 mol'm™*s™), hogy az elméletileg legmagasabb
Pu/Piw: ardnyt létrehozzuk (85%). A fénykezelt folyadékkulturadk adagjait ezutan sotétbe
helyeztiik, melyekben kovettiik a PHYB-nek és foszfovariansainak sotét reverziojat, mérve a
csokkend Py /Py aranyt a kisérlet 6 6ras idtartama alatt. A 31. abra A paneljén bemutatott
grafikon mutatja, hogy a PHYB*"-YFP molekula gyorsabb, mig a PHYB®%A.YFP
molekula lassabb so6tét reverzidval rendelkezik, mint a vad tipusd PHYB-YFP molekula.

Ezt kovetden megmértiik a PHYB-GFP, a PHYB™A%.YFP és a PHYB*"™®*“-YFP sotét
reverzidjat é16 novényben. A transzgéneket el6szor phyA-211/phyB-9 dupla null mutans
hattérbe kereszteztiik, hogy az etiolalt novényeken végzett mérés soran elkeriiljiik a nagy
mennyiségben jelen levd PHYA fehérje zavard hatasat. A kisérlet soran az emlitett vonalak
négy napos, sOtétben nétt csirandvényeit 5 percig intenziv vords fénnyel kezeltiik
(60 mol-m™*s™), hogy a lehetséges legmagasabb P /P aranyt létrehozzuk, majd a mintakat
sotétbe helyeztiik és kovettiik a csokkend P /P ardnyt a kisérlet 6 6ras id6tartama alatt. A
27. abra B paneljén lathatéak az in vivo sotét reverzios kinetika grafikonjai , mely az A
panelen bemutatott, in vitro mérésekkel nagyfokii hasonlésagot mutatnak: a
PHYB®e"#4.YFP molekuldk gyorsabb, mig a PHYB"®**2-YFP molekuldk lassabb relaxacids
kinetikat mutatnak, mint a vad tipusu PHYB-GFP fehérje.
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31.abra— A PHYB és foszfovaridnsainak sotét reverzids Kinetikdja kiilonboz6.
A - A PHYB-YFP, PHYB®*"®2.YFP, PHYB*"®****.YFP fehérjéket élesztd sejtekben fejeztiik
ki és PCB kromofdr hozzaadasaval hoztuk létre az érett fehérjét. A folyadékkulturakat
ezutan intenziv vords fénnyel kezeltiik (60 umol'm?*s™). Majd az ezt kovetd sotét
kezelés soran mértiik a csokkend Pg/Pw: aranyt, ezen keresztiil keresztiil kovetve a
PHYB-YFP-nek és foszfovariansainak in vitro sotét reverziojat.

B - A PHYB-GFP, PHYB®*"®*%-YFP, PHYB**"****-YFP fehérjéket kifejezé phyA-211/phyB-9
hatteri noévényeket 5 percig intenziv voros fénnyel kezeltiik (60 pmol-m?*s™). Az ezt
kovetd sotét kezelés soran mértiik a csokkend Pr/Pe: aranyt, ezen keresztiill mérve a
PHYB-GFP és foszfovaridnsainak in vivo sotétreverziojat. A szaggatott vonalak az §sszes
fitokrom (Pyw) mennyiségének valtozasat mutatjak a mérés soran.

Mind a két grafikonon az értékeket az elérhetd legmagasabb Py aranyhoz (85% Pg/Prot)
viszonyitva abrazoltuk. Minden mérési pont legalabb harom biologiai ismétlés atlaga, a
hibasavok a standard hibat jelzik.
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7 — A PHYB foszforilacidjaval kapcsolatos eredmények
megyvitatasa

7.1 — A PHYB fehérje foszforilalt in vivo

Az el6z6 fejezetben ismertetett kisérletek sordn bizonyitottuk, hogy a PHYB
foszfoprotein, mely in vivo foszforilalt. Ludf(ib6l izolalt PHYB-YFP-TAPc mintak MALDI-TOF
MS analizise soran dertilt fény arra, hogy PHYB Ser22-25 aminosav oldallancainak
valamelyike, valamint a Ser86 aminosav oldalldnca foszfat csoportot hordoz. A PHYB
Ser22-25 aminosavak alanin Ala (PHYB®"*%*4%) vagy aszparaginsav Asp (PHYB®"?22%4)
szubsztiticiés valtozatai nem valtoztattdk meg a PHYB jelatvitelét. Ezzel ellentétben a
Ser86 Ala és Asp szubsztiticioi jelentdsen megvaltoztattak a novények voros
fényérzékenységét. A jelenség egyik lehetséges magyarazata, hogy a Ser22-25 aminosavak
foszforilaci6ja mas foszforilaciés (pl. Ser86), vagy egyéb jelatviteli eseményektdl fiigg és
szabalyz0, finomhangol6 szerepet tolt be. A PHYB Ser86 erdsen konzervalt a Il-es tipusu és
kevésbé konzervalt az I-es tipusu fitokromok korében. Mar korabbi munkak fényt deritettek
a PHYB fehérje in vitro autofoszforilacidjara (Phee és mtsai. 2008) azonban ennek a
munkanak az eredményei ezidaig nem nyertek megerdsitést in vivo rendszerben.

A PHYB Ser86 oldallancan megismert foszforilaci6 bioldgiai jelent6ségét és molekularis
hatasmechanizmusat phyB-9 null mutadns hattérben Kkifejezett Ser86 aminosav
szubsztiticiokat hordozé PHYB varidnsok segitségével tartuk fel. A PHYB®"®®*? valtozat a
Ser86 nem foszforilalt, mig a PHYB*"™®** a foszforilalt Ser86 oldallanc toltésviszonyait
imitalja. Az irodalombdl mar ismert, hogy bizonyos aminosav szubsztituciok befolyasoljak a
PHYB molekula jelatvitelét. Ezek a mutaciok két csoportba oszthatéak: az egyik csoportba a
jelatviteli lanc komponenseivel (pl.:PIF3) val6é kolcsonhatas valtozik meg, mig a masik
csoportba tartozé mutaciok a kromofor fotokémiai viselkedését zavarjak meg. Mindkét
esetben a vords fény érzékelése erdsen séril. Az emlitett aminosavcserék a PHYB
N-terminalis doménjeinek PAS GAF és a kett6 kozott elhelyezkedd un. ,light-sensing knot”
kromofér Kkozvetlen kornyezetét alkotjadk (Kikis és mtsai. 2009). A PHYB Ser86
szubsztitucidinak hatismechanizmusa kiilonbozik az el6bb emlitettektdl, amit a kovetkezd
tények tdmasztanak ala:

a4

* A Ser86 oldallanc a PHYB NTE régidjaban talalhato, viszonylag tavol a ,light-sensing
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knot”-tol.

* A munkénk soran hasznalt PHYB variansok fotokémiai viselkedése a vad tipust PHYB-
vel teljesen egyezd: Pr — P, fotoreverzids kinetikajuk ¢€s differencial spektrumaik
azonosak (30. és 29. abrak).

*  Eleszt6 két-hibrid rendszerben a PHYBS™®**(651) és a PHYB®™®***(651) valtozatok PIF3
kotd képessége csak alacsony vords fényben tér el a PHYB(651)-étdl, erds vords fényben

mindharom forma azonos erésséggel kotddik a PIF3 fehérjéhez (28. abra).

7.2 — A PHYB®*™®412 é5 3 PHYB®*"%°**" fiziologiai hatasai csak alacsony
intenzitasu voros fényben érvényesiilnek
A PHYB*™R.YFP és a PHYBS™®*r-YFP fehérjéket Kkifejez6 vonalak fiziol6giai
valaszreakcidja minden kisérletben nagyon hasonlé mintdzatot mutatott: azonos szintd
valaszreakcié kivaltdsdhoz PHYB®*4*-YFP-t Kkifejez6 novényeknek nagyobb, mig a
PHYB®"842.YFP-t kifejez vonalaknak alacsonyabb intenzitisi voros fénykezelésre volt
sziikségiik, mint a vad tipusti PHYB-GFP-t kifejez6 n6vényeknek. A transzgénikus vonalak a
faziés fehérjéket azonos szinten fejezték ki. Ezen tul a PHYB és foszfovariansai nem
mutattak eltéré degradaciét olyan alacsony intenzitasu vords fénykezelés esetén, ahol a
fiziologiai valaszban komoly eltérés volt a noévényvonalak kozott. Kell6en intenziv
fénykezelés utan azonban mindharom noévényvonal a vad tipusid PHYB-GFP vonallal azonos
mértékii valaszreakciét mutatott. Ez a jelenség igaz mind a csirazast koveté hipokotil
megnyulas gatlasra, a kilonb6z6 PHYB variansok sejtmagi importjara és a variansok
éleszt6 két-hibrid rendszerben mért in vitro PIF3 kot6 kapacitasara is. Ezek az eredmények
arra utalnak, hogy a PHYB variansainak jelatvitele nem sértlt, hiszen mindegyik képes a
vad tipuséval megegyezd szintli fiziologiai valaszok kivaltasara, csak eérzékenységi
tartomanyuk tolddik el. A fitokrom jelatvitel intenzitasa a PHYB Ps konformacioban 1évé
molekuldk relativ mennyiségétdl fiigg (Chen és mtsai. 2003). A PHYB molekuldk P, = Px
egyensulyban vannak. Ennek az egyensulynak hdrom meghatarozé eleme van:
* a PHYB molekulakat érd fény spektralis 6sszetétele (voros fény Py, tavoli voros fény
P. képzb6dés iranyaba tolja az egyensulyt)
* a masik tényez6 ami a PHYB P, = Py egyensulyat befolyasolja, a sotét reverzid (a
PHYB P: formajanak relaxacidja). Ez a folyamat kizarélag Ps — P, iranyban zajlik és
reakciosebessége allandd. Féléletideje novényben, a vad tipusd PHYB fehérje

esetében: ~1 6ra
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* a fényintenzitas szintén meghatarozé eleme lehet a kialakul6 P, = Ps egyensulynak.
Mig maximalis fizioldgiai valaszt kivaltd intenzitasu voros fénykezelés mellett a
P. =P egyensuly néhany masodperc alatt beall, alacsony vords fényintenzitas
mellett ez az id6 az 6ras nagysagrendig is kitolddik.

Belathatd, hogy alacsony intenzitasi vords fényben a soétét reverzié mar jelentds
mennyiségli P PHYB-t képes ,kivonni” a rendszerbdl ezzel jelent6sen csokkentve a
kialakul6 egyensulyi PHYB Py aranyt.

Kisérleteink sordn bebizonyosodott, hogy a PHYB®"*** relaxaci6ja gyorsabb, a
PHYB®"®*2 relaxicidja pedig lassabb, mint vad tipusi a PHYB molekuldké. Ezek az
eredmények jo oOsszhangban vannak a fiziol6giai mérések eredményeivel. Alacsony
intenzitasa voros fénynek kitett novényekben feltehet6en mas Py aranyok mellett all be az
egyensuly a megvaltozott relaxacios sebességeknek koszonhetGen: a PHYB®™®**? esetében
alacsonyabb, mig a PHYB®**"®4 magasabb szinten és ez vezet a kialakul6 gyengébb, vagy

kifejezettebb fiziologiai valaszhoz.

7.3 — A PHYB®"*** sejtmagi komplex-képzése eltér a PHYB>"*A" és
PHYB vad tipusétol

A sejtmagi komplexek (speckle) viselkedése némiképp eltér a tobbi fiziologiai valasz
mutatta mintazattol. Ez esetben is igaz, hogy a PHYB*'®% valtozat alacsonyabb, mig a
PHYB®"84 magasabb fényintenzitist igényel a sejtmagi komplexek képz8désének
beinduldsdhoz. A PHYB®™®? és a vad tipus esetében hasonlé a kialakul6 sejtmagi
komplexek szima és mérete, mig a PHYB®*"™**" esetében még a maximalis fizioldgiai valasz
kivaltasahoz elegend6 fényintenzitason is csak kis szamu és kisebb méretli sejtmagi
komplex képzddik. Lehetséges, hogy a Ser86Asp szubsztitici6 nagy mértékben
megvaltoztatja a PHY feliileti toltésviszonyait, vagy az ilyen t6ltésviszonyokkal rendelkezd
molekuldk természetben nem tapasztalhatdé nagy szama felelds a kialakult jelenségért. A
PHYB nuklearis komplexeinek szerepe hosszu évek 6ta vita targya a fotobiologusok
korében. Mivel a teljes hosszusagu fitokrom esetében az aktivitas és a nuklearis komplex-
képzddés kozott pozitiv korrelacio van, valosziniinek tlint, hogy ezek a nuklearis komplexek
a jelatvitel fontos szerepl6i (Chen és mtsai. 2003). Ezt azonban cafolja, hogy a PHYB(1-651)
molekula legalabb olyan aktiv jelatvitelre képes, mint a teljes hossztusagu PHYB, az elébbi
mégsem képes a sejtmagi komplexeket létrehozni (Palagyi és mtsai. 2010). Az itt

bemutatott kisérletekbdl ugy tlinik, hogy a sejtmagi PHYB komplexek megjelenése egy
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adott Py hatarértékhez kotott, aminek eléréséhez a PHYB™®” valtozat igényli a legkisebb

fényintenzitast, a PHYB kozepeset, mig a legmagasabbat a PHYBS"84sP,

7.4 — A PHYB Ser86 foszforilacioja feltehetéen autofoszforilacio

Phee és munkatdrsai megmutattak, hogy a PHYB P, és Px formaja is képes
autofoszforilaciéora in vitro rendszerben (Phee és mtsai. 2008). Azonban az
autofoszforilaciot nem tudtak detektalni, a olyan PHYB(A100) valtozat esetében amely nem
eredmények egybehangzo6ak az dltalam bemutatott kisérletek eredményeivel.

Sajnos egyenlére nem all rendelkezéslinkre olyan kisérleti rendszer, amelyben
megbizhatéan és gyorsan lehetne kovetni a PHYB molekula oldallancain bekovetkezd
foszforilaciot esetleg annak valtozdsat. A bemutatott eredmények alapjan szerintem a
foszforilacionak kiemelkedd szerepe van a fitokrom jelatvitel szabalyozasaban,
hogy a fitokromok ilyen 6sszetett hatassal vannak a névények fejlédésére, elagazo, 6sszetett
jelatviteli halézat nélkiil.

A jelen eredményeket Osszefoglaldo erdsen hipotetikus modell hasznos lehet a jovd
kisérleti irdnyvonaldnak meghatdrozasaban. A PHYB és két foszfovaridnsa élesztében és
novényben is nagyon hasonl6 viselkedést mutatott: PHYB®*®** P, formaja gyorsabban, mig
PHYBS"84” P formdja lassabban alakult vissza az inaktiv P, formaba, mint a vad tipusu
PHYB molekula. Ez alapjan jogos felvetésnek tlinik, hogy a vad tipusi PHYB molekulaknak
csak egy része hordoz foszfat csoportot a Ser86 oldallancon. Feltehet6en ennek k6szénhetd,
PHYB842 k$zott helyezkedett el. Egy masik felmeriil kérdés, hogy hogyan alakul ki ez a
foszforilacios mintazat. Az egyik lehetdség, hogy egy specifikus kinaz latja el ezt a feladatot.
A masik lehetdség, hogy a PHYB autofoszforilalja a Ser86 oldallancot. Ez utébbi hipotézist
tdmasztjak ala Phee és munkatarsainak eredményei, valamint az, hogy az itt bemutatott
kisérletek soran mind ndévényben, mind élesztdben a PHYB és foszfo-varidnsai nagyon
hasonl6 relaxacios kinetikdt mutattak. BAr nem zarhat6 ki, nem val6szin hogy élesztében
lenne egy a PHYB Ser86 oldallancat olyan fokig foszforilal6 kinaz ami reprodukalja a vad
tipust PHYB novényben tapasztalhato relaxacios viselkedését.

A PHYB relaxaciéja fontos faktora a névényi alkalmazkodasnak. Azzal, hogy a PHYB

relaxaciodja viszonylag lassu, mig az aktiv P forma fényfiigg6 létrejotte gyors, a PHYB képes
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mérni a novényt éré atlagos fénymennyiséget. Ezzel elkeriilhetévé valik, hogy a novény
Jfeleslegesen” reagaljon pl.: egy felhé arnyékara, ehelyett életfolyamatait egy atlagos
fényintenzitashoz hangolja és ebben az adaptaciés folyamatban szerintem a Ser86 oldallanc

foszforilaltsagi szintjének meghatarozo szerepe van.
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8 — Osszefoglalas

Arabidopsis thaliana névényben betoltott szerepének tanulmanyozasat tlztiik ki. A
fitokromok voros és tavoli voros fényt érzékeld fotoreceptorok, melyek a kozponti szerepet
jatszanak a novények egész életében a fényfiiggd fejlédési folyamatok szabalyozasaban: a
csirazastdl egészen a viragzasig. Arabidopsis-ban a fitokrémok egy kis, 6ttagi géncsaladot
alkotnak (PHYA - PHYE), melyek koziil PHYA és a PHYB rendelkeznek kiemelkedd szereppel.
Az elmult két évtizedben mutagenizalt magpopulacidk vizsgalataval probaltak azonositani a
fitokromokrdl kiindulé jelatviteli l1anc elemeit. Meglepé moédon ezeknek a munkaknak nem
sikeriilt azonositani egy hosszu sok elembdl allg, allati rendszerekre jellemzé jelatviteli
halézatot, melynek létét a fitokroémok szerteagazd hatasai alapjan feltételezték. Ezzel
szemben nagy szamu mutans fitokom allélt (SNP) azonositottak. Ezeknek a megvaltozott
jelatvitellel rendelkezd fitokrom valtozatoknak a vizsgalata arra utalt, hogy a fitokromok
jelatvitelének szabalyozasa nagyrészt a magan a molekulan torténik. Ennek eredményeként
a fitokrémok poszttranszlaciés mddositasai (pl.: foszforilacio, szumoilacié) és sejtmagi
importjuk szabalyozasa valtak a fitokrémok kozvetitette fényérzékelés kutatasanak
kozponti kérdéseivé.

Az tézisemben bemutatott munka elsé felében karakterizaltuk a phyA-5 hiposzenzitiv
PHYA mutanst, melynek fiziolégiai és molekularis vizsgalatdnak segitségével bizonyitottuk,
hogy az NTE régidban elhelyezkedd, evolucidsan konzervalt Ala30 aminosav oldallanc
fontos szerepet jatszik a PHYA sejtmagi importjat végz6 — FHY1 és FHL — molekulakkal
valé kolcsonhatas létrehozasaban. Az Ala30 és kornyezete nagy valdszinliséggel része
annak a fehérjefelszinnek, mely a PHYA sejtmagi transzporterekkel val6 kélcsonhatas fizikai
felszinét biztositja és a PHYA fényaktivaciojaval, — a Ps forma kialakulasaval — valik

funkcionalissa.

konzervalt Ser86 aminosav oldallanc foszforilalcidjanak voros fényérzékelésre gyakorolt
hatasat vizsgaltuk. A fiziologiai és molekuldris vizsgalatokhoz célzott mutagenezissel
eléallitott, a Ser86 foszforilalt (PHYB®*"®4) és defoszforilalt (PHYB**"®¢4%) allapotait utanzo
molekuldkat fejeztettiink phyB null mutdns ndvényekben. A vizsgalatok meggy6z6en
bizonyitottak, hogy az aktiv PHYB (Pr) molekuldk inaktivaciéjanak sebessége erdsen fiigg a

Ser86 oldallanc foszforilaltsdganak allapotatol. A PHYBS"®P esetében a relaxacié olyan
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mértékben felgyorsul, ami mar Osszemérhet6 a fotokonverzi6 — Ps molekulak
keletkezésének — sebességével ezzel hiposzenzitiv viselkedést idézve el6. A PHYBS 864k
valtozat ezzel ellentétben hiperszenzitivitast idéz el6 a relaxacié drasztikus csokkenésén
keresztiil. Elesztében termeltetett PHYB véltozatok segitségével bizonyitottuk, hogy a Ser86
aminosav foszforilaciés allapota valéban megvaltoztatia a PHYB inaktivacidjanak

sebességét.
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9 — Summary

In this study we investigated the role of the N-terminal NTE domain of the
PHYTOCHROME (PHY) photoreceptor in Arabidopsis thaliana. PHYs are red and far red light
sensing photoreceptors, which are essential regulators of the light dependent
developmental processes throughout the entire life of plants: from germination to
flowering. In Arabidopsis, PHYA and PHYB are the most important members of the small,
five-member PHY gene family (PHYA - PHYE). During the past two decades numerous
genetic screens were carried out in search for the downstream components of the PHY
signal transduction. Interestingly, these works failed to reveal a long animal-type signalling
cascade, which was expected based on the diverse regulatory roles of PHYs. Instead several
mutant phy alleles (SNP) were identified. The altered signalling capability of these phy
alleles suggested that the regulation of PHY signal transduction acts mainly on the PHY
receptor molecule itself. As a consequence present research on PHY light perception
concentrates on post-translational modifications (like phosphorylation, sumoylation) and
regulation of nuclear import of the PHY photoreceptors, which become the most relevant
questions of the field.

In the first part of this work we characterized the phyA-5 allele on the physiological and
molecular level. The PHYA variant encoded by this mutant allele carries a single amino acid
substitution (Ala30Val) in the N-terminal NTE domain of the molecule. This mutant proved
to be a useful tool in showing the central role of the NTE domain in the nuclear import of
PHYA, which is an essential early step in PHYA mediated light perception. The Ala30 and the
neighbouring amino acid residues are likely an integral part of a protein surface, which
directly attaches to the FHY1 and FHL nuclear transporters of PHYA.

In the second part of this study we investigated, how phosphorylation influences PHYB
light perception and light sensitivity. MALDI-TOF coupled MS analysis of purified
PHYB-GFP-TAPc protein samples revealed a phospho-serin (S86) residue in the NTE
domain of PHYB. By the use of artificially generated amino acid substitutions, which mimic
the phosphorylated state (Ser86Asp) or the non-phosphorylated state (Ser86Ala) of the
PHYB molecule, we showed in vivo, that Ser86 phosphorylation influences light perception
through altering the inactivation (relaxation) rate of the active PHYB molecules. By the help
of ectopically expressed PHYB variants in yeast we proved, that phosphorylation indeed

affects the intrinsic relaxation properties of PHYB in a heterologous system as well.
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