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Bevezetés

A novények helyhez kotott, fotoautotrof él61ények. A fény életiikben két szempontbol
jatszik kiemelked6 szerepet: i) életfolyamataiknak energiaforrasa, ii) valamint irdnyitja
fényfiiggd fejlédési folyamataikat a kornyezetrdl hordozott informacion kersztil. Ennek az
informé&cionak a kiaknazhat6sagéat a névényi evolucio soran létrejott fotoreceptor csaladok
teszik lehetévé, melyek érzékelik a novényeket éré fény kiilonbozé hullamhossz-
tartoméanyainak (szineitnek) meglétét, hianyat, periodikus valtozsat. Az UVR8 az UV-B, a
kriptokromok és a fototropinok a az UV-A és kék, mig a fitokromok (PHY) a vords (650-700
nm) és tavoli voros (700-750 nm) tartomanyait érzékelik a foldfelszint éré napsugarzasnak
(Rizzini és mtsai. 2011; Lin & Shalitin 2003; Liscum és mtsai. 2003; Chen & Chory 2011). A
fitokromok kiemelked6 szerepét jelzi, hogy minden fotoszintetizalé él6lényben
megtalalhatbak a cianobaktériumoktél egészen a kétszikliekig (Yeh és mtsai. 1997; Yeh &
Lagarias 1998). A novényi fitokrémok kb. 120 kDa moltomeg( fehérjék, melyek egy kb
70 kDa molomegli N-terminalis és egy kb 55 kDa C-terminélis doménre tagolhatunk. A N-
termindlis a fényjel felfogdsaban és tovabbitasaban jatszik szerepet, valamint ide kotédik
egy konzervalt cisztein oldallancahoz a fitokromobillin kromofér(Li & Lagarias 1992). A
fitokromok két spektrélis tulajdonsagaiban eltér6 konformacidoban léteznek (Schafer &
Bowler 2002). Sotétben szintetizalédott fitokrom fehérje Pr forméban van, melynek
abszorbcios maximuma voros fény (red - r) tartomanyba esik és bioldgiailag ez az inaktiv
forma. Voros fény hatasara el6szor a kromofér, majd az azt kovet6 fehérje konformaécioja
valtozik meg, és létrejon a bioldgiailag aktiv Py forma, melynek abszorbciés maximuma
tavoli voros fény tartoményba esik (far red - fr) (Schafer & Bowler 2002). A két forma
atfed6 abszorbcios spektrumainak koszonhetéen a Pr és Py forma kozott a fény spektralis
Osszetételétdl fliggéen egy Pr S Prr egyensulyi éllapot jon létre. A C-terminalis domén a
fitokromok dimerizacidjdban jatszik szerepet, mely a fitokromok miikodésének
szempontjdbol esszencialis (Matsushita és mtsai. 2003). Arabidopsis thaliana (ludfi)
modellnévényben a fitokromok egy kis, 6t tagu géncsalédot alkotnak, melyeket A-E-ig
betiikkel kiikkonboztetiink meg (PHYTOCHROME A — E, roviden PHYA — PHYE) (Sharrock &
Quail 1989). A géncsalad két legfontosabb tagja a PHYA és a PHB fehérjék, melyek

dominans szerepet jatszanak ludf(i életfolyamatainak iranyitasaban. Bar a PHYA és a PHYB



fehérjék nagyfoku homoldgiat mutatnak, szerepik és jelatviteliik szabalyozasaban nagy
kulonbségek vannak. A PHYA (gynevezett I-es tipusu fitokrom, mely a csirdzas utan
sotétben (pl. fold alatt) fejl6édé novény dominans fooreceptora (Sharrock & Clack 2002). A
fenyaktivacié beinditja a PHYA fehérjére gyors sejtmagi importjat és ezzel pdrhuzamosan
megindul a Py PHYA gyors degradacidja, mely utobbi folyamat a fényérzékelés
folyamatossagat biztositja (Sharrock & Clack 2002). A foldfelszint elérve a nagy
fényintenzitas kovetkeztében a PHYA degradacidja oly mértékben felgyorsul, hogy a
dominans fotoreceptor szerepét a PHYB veszi at (Sharrock & Clack 2002). A PHYB
féenystabil 1l-es tipust fitokrom, igy az aktiv PHYB Px molekuldk inaktivacidja a
sOtétreverzionak nevezett folyamaton keresztil valésul meg. Ez a folyamat
fénykorilményektdl fiiggetleniil zajlik és az aktiv molekuldk spontan visszaalakulésat
jelenti inaktiv P; formaba (Eichenberg és mtsai. 2000).

A fitokrom jelatvitel elemeit reverz genetikai modszerekkek azonositottak az elmult 2
évtized soran. Ezek az elemek alapvetden két kategoériaba sorolhatdéak: melyeknek
funkciévesztése folyamatos fényben fejl6dé novekedési programot eredmeényez és
amelyeknek elvesztés a fitokromok kozvetitette jelatvitel sériiléséhez, vagy csdkkenéséhez
vezettek. Ezekbdl az elemekbdl 6sszeallithatd a fitokrom jelatvitel mai modellje. S6tétben
nové csiranévényekben a PIF (PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR) transzkripcids
faktorok halmozddnak fel melyek beinditjak sotétben fejlddé novényekre jellemd fejlodési
programot (hipokotil megnyulas, zart sziklevelek) (Ni és mtsai. 1998; Shin és mtsai. 2009).
Ezzel parhuzamosan a COP1 (CONSTITUTIVE PHOTPMORPHOGENIC 1) E3 ubiquitin ligz
folyamatosan aktiv és ubikvitinaci6jukon Kkeresztiil eléidézi a HY5 (ELONGATED
HYPOCOTYL 5) és a HYH (HY5 HOMOLOG) transzkripcids faktorok degradaciéjat (Sullivan
és mtsai. 2003). A fitokromok fényaktivacidjukat kovetéen kolcsonhatnak a PIF
transzkripcids faktorokkal és a COP1 E3 ligaz komplexekkel. Ennek kdvetkeztében a PIF-ek
elbomlanak (Al-Sady és mtsai. 2006), mig a COP1 komplexeknek megvaltozik a
szubsztratspecifitdsa ami a HY5 és a HYH transzkripcids fakorok stabililizaciéjadhoz vezet
(Holm és mtsai. 2002; Osterlund és mtsai. 2000). Ezek a transzkripcids faktorok aztan
beinditjak a fényben fejl6dé novényekre jellemzd fejlddési programot (kinyilt sziklevelek,

z0ldolés,valddi levelek nbvekedése).



Célkitizések

E munka célja a PHYA és PHYB fehérjék kozvetitette jelatviteli folyamatokban az

emlitett molekuldk N-termindlisan elhelyezked6 novényspecifikus NTE régié szerepének

vizsgalata volt. A fitokromok kutatasadban a fenyérzékeléstikben sérilt mutansok fiziologiai

karakterizdldsa, a fenotipus hatterében A&ll6 gének térképezése, majd miikodésik

molekularis vizsgalata kdzponti médszerekké valtak. Felmertil6 kérdéseinket véletlenszeri

és célzott mutagenezissel létrehozott mutans novények fiziologiai és molekularis

vizsgalatain keresztiil valaszoltuk meg, melyeket a kovetkez6, doktori munkam soran

megvaldsitott pontokban foglalhatunk 6ssze:

phyA-5 mutéans fiziologiai jellemzése

A phyA-5 génrdl kifejez6d6 PHYAA30Val mutans fehérje sejten bellli dinami-
kajanak feltérképezése.

a phyA-5 mutacié okozta fiziologiai jegyek hatterében all6 molekularis
mechanizmus megismerése.

PHYB 86. szerin oldalldncanak foszforilalt (PHYBSer86Asp) ¢s defoszforilalt
(PHYBser86Ala)  formait utanzé fehérjét Kkifejez6 novények fiziologiai
karakterizélasa.

Az emlitett PHYB verziok sejten belili dinamikajanak feltarasa.

A fiziologiai jegyek és sejten beliili dinamika létrejottéért felelés molekularis

mechanizmus megismerése.

Modszerek

Gensebeészeti modszerek.

Transzgénikus novényvonalak el§eallitasa.

Génkifejez6dés vizsgalata reverz transzkripcid kapcsolt kvantitativ PCR (RT-
gPCR) segitségével.

Novényi fehérjék mennyiségének mérése Western blott modszerrel.

Fehérjék in vivo foszforilacidjanak vizsgalata Phos-tag Westwrn blot médszerrel
Noveényi fehérje tisztitasa affinitds-kromatografian keresztil

Foszfoszerin oldallancok azonositadsa MALDI-TOF-MS maddszerrel



Fitokromok mennyiségének mérése spektroszkopiai uton (aktiv Psr és 65zes Piot )
PHYA degradéacio mérése spektroszkopiai Uton (Pwot cstkkenésének meérése
idében).

PHYB inaktivacidjanak mérése spektroszkopiai uton (P csokkenésének meérése
idében).

PHYB, PHYBSer86Asp és PHY BSerséAla differencial spektrumainak mérése.

Eleszts kéthibrid médszerrel kdlcsonhato fehérjék kotési affinitasanak mérése.
A csirazast kovet6 hipokotil megnyulas gatlasdnak meérése.

PHYA akciospektrumanak mérése kiilonbozd hulldimhosszisagi fénykezelés
altali kivaltott hipokotil megnyulas-gatldsan keresztl.

PHYB-YFP flzios fehérje sejtmagi importjanak mikroszk6pos mérése a sejtmagi

fluoreszencia intezitdsanak novekedésésnén keresztil.

Eredmények

A phyA-5 allél vizsgalata

A phyA-5 allél altal kodolt PHYA fehérjevarians az evollciéan konzervélt Ala30
oldallanc Val szubsztitacijat hordozza. A PHYAAa30Val  fehérjét kifejez6
névényvonalak gyenge tavoli vords fényben csokent fényérzékenységgel
rendelkeznek.

A phyA-5 mutacié nem befolyasolja a PHYA gén kifejez6dését.

A PHYAAIR30vVal fehérje degradacidja sérilt gyenge tavoli vords fénykezelésnek
kitett csirandvényekben, mig intenziv tavoli vords és voros fénykezelések
hatasara a a vad PHYA fehérjevaltoztaal azonos moédon bomlik le.

PHYA-YFP és PHYAAIa30Val.YEP fehérjéket Kifejezd transzgénikus ndvényvonalak
mikroszképos vizsgalata fényt deritett a PHYAAa30Val.YEP csikkent sejtmagi
importjara gyenge tavoli voros fénykezelés hatasara. Ezzel ellentétben intenziv
tavoli voros fénykezelés hatasara mindkét forma azonos sejtmagi importot

mutatott.



o FEleszté kéthibrid rendszerben megmutattuk, hogy a PHYAAa30Val fehérjevaltozat
csOkkent affinitadssal koti az FHY1 és FHL fehérjéket (melyek a PHYA sejtmagi
importjanak transzport fehérjéi) (Hiltbrunner és mtsai. 2006).

e A PHYAA30val.YFP-NLS (NLS - nuclear localization signal)f ehérjét kifejezé
transzgénikus névenyvonalak a vad tipusi PHYA-YFP és a PHYA-YFP-NLS fazids
fehérjeket Kkifejez6 novényekke megegyezd jelatvitelt és PHYA degradaciot
mutatottak, amivel bizonyitottuk, hogy a phyA-5 névények fenotipusanak oka a
mutacio altal el6idézett Ala30Val aminosavcsre, mely csokkenti a sejtmagi

transzport molekulakkal valé kolcsonhatést.

A phyA-5 allél vizsgalataval kapcsolatos eredmények megvitatasa

Mar régota ismert volt, hogy kiilonb6z6 fajokbdl szarmazé PHYA fehérjék teljes
aktivitasdhoz az N-terminalis NTE domén sziikséges. Szamos tanulmanyban megmutatték,
hogy az NTE régioban talalhatdé szubsztiticidk, vagy deléciok a tavoli voOros
fényérzékenység csokkenéséhez vezetnek, de a jelenséget nem tudtak molekularis szinten
megmagyarazni (Stockhaus és mtsai. 1992; Cherry és mtsai. 1992; Casal és mtsai. 2002;
Trupkin és mtsai. 2007).

A phyA-5 mutans névények fenotipusa 0sszetett, csak gyenge tavoli voros fénykezelés
alatt mutatnak csokkent reakciét, mig intenziv tavoli vorés és méas hulldmhosszusagu
fénykezelés esetén a vad tipusu novényekkel megegyezd reakciét mutatnak. Hogy a
jelenség molekularis magyarézatat feltarjuk, elsé lépésként megvizsgaltuk a phyA-5
novenyekben a PHYA gén Kkifejez6dését, mely nem mutatott eltérést a vad tipustdl.
Kovetkezd 1épésként gyenge tavoli voros fénykezelés altal kivaltott a PHYAAla30val fehérje
degradaciot, valamint sejtmagi importot vizsgaltuk meg. A PHYAAIa30val degradécidja lasabb,
mig sejtmagi importja csokkent, mely eredmények a FHY1 és FHL PHYA sejtmagi
transzport molekuldk szerepére utalt. Ezért élesztd kéthibrid rendszerben megmeértik a
PHYA és a PHYAAIa30val fehérjevaltozat affinitasat a mindkét transzport molekulahoz. Ez a
kisérlet megmutatt, hogy a PHYAAIa30val y3ltozat csOkkent affinitassal koti a FHY1 és az FHL
fehérjéket, mely magyarazattal szolgél a mutans névények fenotipusara.

A PHYA fény hatéséara bioldgiailag aktiv Pfr konformécidba keril. Ezzel két folyamat

indul be: a i) Pfr forma degradacidja, valamint a ii) FHY1 és FHL molekuldk kdzvetitette



PHYA Pfr sejtmagi import. A sejtmagba jut6 PHYA molekula levalik a transzport
fehérjékrdl, melyek a citoplazmaba kertilnek és tjabb PHYA Pfr molekulakat juttatnak a
sejtmagba. Azonban a sejtmagban is létezik az aktiv (Psr) PHYA-nak degradéacios
mechanizmusa, mely sokkal gyorsabb a citoplazméaban zajl6 degradacional (Debrieux &
Fankhauser 2010). Mivel a PHYAA30val fehérje kisebb affinitdssal koti a sejtmagi
transzportereket, ezért sejtmagi importja sérilt, ami magyaradzza a csokkent jelatvitelt és a
csokkent degradaciét gyenge tavoli vords fényben. Intenziv tavoli vords fény hatasara
azonban nagyobb mennyiség i PHYA Pfr képzddik, ami ellensulyozni képes a csdkkent
FHY1 és FHL kot6dés hatasat. Hogy bizonyitsuk, a PHYAAR30Val fehérje csak a sejtmagi
importjdban sérilt és jelatvitele a vad PHYA-éval megegyezik, l1étrehoztuk a PHYAAla30val-
YFP-NLS fehérjét kifejez6 novényvonalakat, melyek bizonyitottdk, hogy a PHYAAla30val
fehérje jelatvitele a vad tipussal megegyezd. Munkank bizonyitotta, hogy az NTE régiéban
talalhaté Ala30 amindsav kdzponti eleme annak a fehérjefelszinnek, mely a transzport
molekuladk (FHY1 és FHL) kotésében szeepet jatszik, mely feltehet6en a PHYA Pfr forma

kialakulasaval vélik funkcionalissa.

A PHYB Ser86 foszforilaciojava kapcsolatos kisérleti eredmények

e Transzgénikus novényekbol izolalt PHYB-GFP-TAPc fehérje
tdmegspektrometrids analizise soran azonositottuk a 86. Poziciéban
elhelyezked6 foszfoszerin oldallancot, mely a PHYB NTE régiojaban helyezkedik
el és evolucidsan konzervalt a kétszikiiek korében.

e Létrehoztuk a PHYB Ser86 foszforiladlt (PHYBSer8éAsp) ¢és defoszforilalt
(PHYBSer86éAla) gllapotat utanzo fehérjevariansokat kifejez6é névényvonalakat.

e Megmérve a kiilonb6z6 PHYB valtozatok vords fényérzékenységét, fény dertilt a
foszforilalt forma (PHYBSer86Asp) ergsen csokkent, mig a defoszforilalt forma
(PHYBserg6Ala) ergsen megnovekedet fényérzékenységére.
bizonyitottuk, hogy egyik forma sem mutatott szamottevé degradaciot.

e Megmértiik a kiillonb6zd valtozatokat kifejez6 névények sejtmagi importjat és

sejtmagi komplexképzését. Azonos véalasz kivaltasahoz a PHYBSer86Asp fehérjét



kifejez6 novények kissebb, mig a PHYBSer86Ala fehérjét kifejez6 novények
nagyobb fényérzékenysget igényeltek.

e A PIF3 transzkripcios faktor bizonyitottan szerepet jatszik a PHYB sejtmagi
importjdban, igy megmeértik a kilonbozé6 PHYB variansok PIF3 fehérje kotd
affinitasat élesztd kéthibrid rendszer segitségével. A PHYBSer86Asp kisebb, mig a
PHYBSerééAla nagyobb PIF3 kotd kapacitassal rendelkezett alacsony intenzitasu
voros fénykezelés hatasara.

e Megmértik a kiillonb6z6 PHYB variansok in vitro Pfr — Pr fotokonverzids
kinetikajat, valamin differenciél spektrumait, melyek nem mutatottak eltérést.

e Megmértik a kiillonb6zé6 PHYB varidnsok in vitro és in vivo sOtétreverzios
kinetikajat. Mindkét kisérleti rendszerben a foszforilalt forma (PHYBSers6Asp)
gyorsabb, a nem foszforilalt forma lasabb (PHYBSers6Ala) jnaktivacios sebességgel

rendelkezett, mint a vad tipust PHYB fehérje

A PHYB Ser86 foszforilaciojava kapcsolatos Kkisérleti eredmények
megvitatasa

A PHYB fehérje foszforilacidjat eddig egy tanulmanyban vizsgaltak in vitro rendszerben.
Ezen eredmények alapjan ugy tlint, hogy a PHYB voros és tavoli vords fényben is
eredmények ezidaig nem nyertek megerdsitést in vivo rendszerben (Phee és mtsai. 2008).

Munkénk sorén azonositottunk a PHYB Ser86 oldallancéat, amely bizonyos kdrtulmények
kozott foszforilalt. Miutan elkészitettilk a A PHYB Ser86 foszforilalt (PHYBSer86Asp) és a nem
foszforilalt (PHYBSers6Ala) formait kifejez6 novényvonalakat, fény deriilt arra, hogy a Ser86
szubsztitucidi markansan befolyasoljak a PHYB fehérje kozvetitette voros fényérzékelést.
Mivel a a Ser86 szubsztiticidi nem befolyasoljak a PHYB fehérjestabilitasat, megvizsgaltuk
a PHYB és varidnsainak sejtmagi importjat. Gyenge voros fényben a foszforilélt
(PHYBser86Asp) forma csokkent, mig a nem foszforildlt forma (PHYBSers6Ala) megndvekedett
sejtmagi importot mutatott a vad tipust PHYB-hez képes. Intenziv vords fényben azonban
mindharom forma azonos meértékii sejtmagi felhalmoz6dast mutatott. Mivel a PIF3 az
egyetlen fehérje, mely bizonyitottan részt vesz a PHYB sejtmagi importjaban,
megvizsgaltuk hogyan befolyasoljak a Ser86 szubsztittcidi a PHYB PIF3 koto kapacitasat.



Gyenge voros fényben a foszforildlt forma (PHYBSer86Asp) kisebb, mig a nem foszforilalt
forma (PHYBSer86Asp) nagyobb PIF3 kot kapacitassal rendelkezett, mint a vad tipust PHYB.
Intenzi vords fényben azonban a harom varidns azonos maoddon viselkedett. Hogy
megvizsgaljuk a Ser 86 szubsztitucidknak a fényérzékelésre gyakorolt hatasat, megmeértik
a PHYB variansok in vitro differencial spektrumét és Pfr — Pr fotokonverzios kinetikalyat,
melyek nem mutattak kildonbsége, vagyis a 3 forma egyformén érzékeli a fényt és a
jeltovabbitas séralt. Ezutdn megvizsgaltuk a PHYB variansainak in vitro és in vivo
sotétreverziés kinetikajat. A harom forma mindkér Kkisérleti rendszerben hasonl6an
viselkedett: a foszforilalt forma (PHYBSer86Asp) szamottevGéen gyorsabb, mig a defoszforilalt
forma (PHYBSer86Ala) szamottevéen lasabb sotét reverzids sebességgel rendelkezett, mint a
vad tipusu PHYB.

Az eredményeket Osszefoglalva Ugy tlinik, hogy a Ser 86 fszforilacidja nagy
valdsziniliséggel autofoszforilacio, melynek foka meghatarozza a sotétreverzid sebességét

és ezen kereszil a PHYB rendszer atlagos voros fényérzéekenységét.
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