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1. BEVEZETES

Az kiils6 kornyezethez valo alkalmazkodas képessége az ¢él6lények szdmara alapvetd
fontossagu a tulélés szempontjabol. A kornyezetbdl szarmazd pozitiv hatasok mind
hatékonyabb kihaszndldsa érdekében, illetve a negativ hatdsok kivédésére kiilonbozo
stratégidk alakultak ki. Az allatok dontdé tobbsége aktiv helyvaltoztatassal taldlja meg a
szamara legmegfelelébb kornyezetet, mig a helyhez kotott ndvények szamara a valtozod
kornyezeti tényezokhoz torténd mind optimalisabb alkalmazkodas a 1ét- €s fajfenntartas
zéloga.

A fény az egyik legfontosabb novényekre hatd kornyezeti tényezd, mivel dontd
tobbségiik fotoszintézis révén allitja el a szervezete felépitéséhez sziikséges energiat €s
szerves szénvegyiileteket. A fény azonban kettds szerepet jatszik a novények életében:
egyrészt a fotoszintézis gépezetét hajtd energiaforrds, masrészt a kornyezet allapotarol
informaciot hordozd nagyon fontos jel. A novények a fény érzékelésére kifinomult
szenzorokat, un. fotoreceptorokat fejlesztettek ki. Ezekkel a receptorokkal képesek a fény
meglétét vagy hidnyat, hulldmhosszat, intenzitasat, irdnyat, a megvilagitas idotartamat és napi
ritmusat érzékelni, és a ndvény fejlodésében, élettani valaszaiban megjeleniteni. A
fotoreceptorok altal szabalyozott fizioldgids folyamatok az aldbbiakban foglalhatok Ossze
(Sullivan és Deng, 2003):

)] Csirazas;

(I)  Csirandvények fényfliggd fejlodése;

(IIT)  Arnyékelkeriilés;

(IV)  Fototropizmus;

(V)  Szintestek mozgésa, gazcserenyilds nyitdsanak szabalyozasa;

(VI) A nappalok hosszanak érzékelése.

A fényjel feldolgozasanak és hatasanak vizsgalatdval a fotobiologia foglalkozik. Ebbdl a
felsorolasbol is lathato, hogy a fény, mint jel a ndvény egész életére hatdssal van, mégis a
legtobb rendelkezésre allo adat fiatal csirandvényeken végzett fotobioldgiai vizsgalatok soran
sziiletett. A fény hatasa akkor a legfeltindbb, ha egy faj két egyforma kort, sététben vagy
fényen noétt csirandvényének felépitését hasonlitjuk ossze. A sététben nétt ndvény hipokotilja
hossz, hipokotilkampoban végzddik; sziklevelei kicsik, 0sszezartak; éretlen, klorofillt nem

tartalmazod etioplasztiszokat tartalmaz, ezért sarga szinli: O0sszességében a sotétben fejlodés,
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azaz szkotomorfogenezis jellemz6it mutatja. Ezzel szemben a fényben nétt ndvény
hipokotilja a megnytlas gatlasa miatt révid; a hipokotilkampd kiegyenesedett; sziklevelei
szétnyiltak, és a klorofill jelenléte miatt zold kloroplasztiszokat tartalmaznak: azaz a fényben
fejlodés, a fotomorfogenezis jellemzdit mutatja. A sotétben fejlodott novényeket szokas
etiolaltnak, a fényben fejlodotteket de-etiolaltnak nevezni. Természetes koriilmények kdzott a
kiilonb6z6 fejlédési programok fontossdga egyértelmii: csirdzas utdn a talajban kevés a fény
(vagy egyaltalan nincs), ezért a novény célja az éltetd fényforras mind hamarabbi elérése, a
hipokotil gyors megnyulasaval. A sziklevelek szétnyitasa a talajban felfedné a sériilékeny
merisztémat, és a fotoszintetikus apparatus kiépitése is felesleges energiapazarlds lenne, ha
nincs fotoszintézisre elegendé fény. Ha a ndvény fénybe keriil, példaul eléri a talajfelszint,
akkor megnytlasa lelassul, kifejlodik a fotoszintetikus apparatus, kialakulnak a zold levelek.
Fontos megemliteni, hogy ezekben a folyamatokban a ndvény a fényjelet a fotoszintetikus
apparatustol fliggetleniil érzékeli. Ezt bizonyitjadk azok a kisérletek, amelyekben olyan
hullamhosszu és intenzitasu fényt alkalmaznak, amely elégtelen a fotoszintetikus folyamatok
szamara, a de-etiolaciora jellemz6 morfologiai jegyek mégis kialakulnak.

Napjainkra az is nyilvanvalova valt, hogy a fotoreceptorok bonyolult jelatviteli
halézatok kiindulopontjai, amelyek mikddése valtozasokat eredményez bizonyos gének
kifejez6dési mintdzatdban. Az 4altaldnosan hasznalt modellndvénnyel, az Arabidopsis
thaliana-val végzett vizsgalatok soran megallapitottak, hogy a fény néhany ora alatt az 6sszes
vizsgalt gén hozzavetdlegesen 30%-anak expressziojat valtoztatja meg (Ma és mtsai, 2001).
Napjainkban a fotobioldgiai kutatasok legintenzivebben kutatott teriilete a fényspecifikus
jelatvitel. Ennek a folyamatnak a bonyolultsagat jelzi, hogy a benne kozremiik6dd
komponensek listdja honaprél-honapra boéviil. 1998-ban azonositottak egy Arabidopsis
transzkripcids faktort, a PIF3-mat (phytochrome interacting factor 3) (Ni és mtsai, 1998),
amely alaposan megvaltoztatta a voros fény altal kivaltott jelatvitelrdl addig kialakult képet.

Munkank célja az volt, hogy ismereteinket ennek a faktornak a biokémiai tulajdonsagair6l és

crer
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Novényi fotoreceptorok

A novények a fényt fotoreceptoraik segitségével érzékelik, jelenlegi tudasunk szerint
harom hullamhossztartomanyban:
- UV-B receptorok (Iétezésiikre egyeldre csak indirekt bizonyiték van);
- UV-A és kék fényreceptorok (kriptokromok, fototropinok);
- voros/tavoli voros fényreceptorok (fitokromok).
(A fotoreceptorok nevének irdasmodjanal az egységesitési torekvéseket (Briggs és mtsai, 2001;

Quail és mtsai, 1994) vettem figyelembe.)

2.1.1 UV-B receptorok

A napsugarzas ultraibolya tartomanyabol az UV-A (320-400 nm) akadalytalanul eléri
a foldfelszint, mig az UV-C (<280 nm) teljes mértékben visszaverddik a 1égkorrdl. Az e két
tartomany kozé es6 UV-B sugarzas (280-320 nm) foldfelszinre jutdé mennyisége a
sztratoszférikus 6zonréteg pillanatnyi allapotatél fiigg (McKenzie ¢és mtsai, 2003).
Napjainkban az 6zonréteg karosodasa felgyorsult, ezért ennek a hullamhossztartoméanynak az
¢l6 szervezetekre gyakorolt hatdasa kiemelkedd jelentdségii kutatési teriiletté 1épett el6. Az
UV-B sugarzas novényeket karositd hatasa az altalanos stresszvalasz-reakciok indukaldsan
keresztiil kovethetd figyelemmel, példdul DNS ¢és fehérjék roncsolddasa, lipid peroxidacio,
stb. (Brosché ¢és Strid, 2003). Az alacsony intenzitasi UV-B sugarzas azonban fontos
kornyezeti faktorként, a ndvények novekedését, fejlodését szabalyozo jelként is funkciondl
(Jansen, és mtsai, 1998; Jansen, 2002). Ezeknek a fotomorfogenikus valaszoknak a kivaltadsa
feltételezett, jelenleg még azonositatlan UV-B-specifikus receptor altal torténhet (Stapleton,
1992; Jenkins, 1997; Kim ¢s mtsai, 1998). Az UV fény indukalta jelatvitelrdl keveset tudunk,
a nemrégiben azonositott ULI3 (UV-B light insensitive 3) fehérje az elsé, amely az UV-B-
specifikus jelatvitelben jatszik szerepet (Suesslin és Frohnmeyer, 2003). Az UV-B-érzékelés
mechanizmusanak feltdirdsa a napjaink genomikai attorésének szamitd gén-chipnek

koszonhetden jelentdsen felgyorsult (Ulm €s mtsai, 2004).
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2.1.2 Kék és UV-A fényreceptorok

A kék fény jelentds szerepet tolt be a novények életében, hiszen — tobbek kozott —
gatolja a hipokotil-megnyulast, serkenti a sziklevelek novekedését, szabalyozza a virdgzasi
1d6t, a fototropikus reakcidkat, részt vesz a cirkadidn oOra bedllitdsaban, szabalyozza a
génexpressziot stb. (Lin, 2000). Charles Darwin mar 1881-ben megfigyelt egy kék fény-
specifikus valaszreakciot, amelyet ma mar kék fény indukalta fototropizmusnak neveziink
(Darwin, 1881). A korai megfigyelés ellenére a kék fény érzékeléséért felelds fotoreceptorok
felfedezésére egészen a kozelmultig varni kellett. Eddig Arabidopsisban négy kék fényt

érzékeld fotoreceptort azonositottak, a kovetkezd alfejezetek ezeket tekintik at roviden.

2.1.2.1 A kriptokromok

Az 1980-ban izolalt, hy4 nevli Arabidopsis mutans (Koornneef és mtsai, 1980) kék
fényben ndvesztve hosszu hipokotilu volt, tehdt a hipokotilnovekedés gatldsa sériilt ilyen
koriilmények kozott. A mutaciot szenvedett gént késobb T-DNS mutans hy4 novénybol
izolaltak, és a kriptokrém 1 (CRYI) nevet kapta (Ahmad ¢és Cashmore, 1993, Lin és mtsai,
1996a). A kriptokrom csalad mésodik tagjat Arabidopsisban egy cDNS konyvtarbol —a CRY1
cDNS-¢t probaként hasznalva — izolaltak (Lin és mtsai, 1996; Hoffmann és mtsai, 1996, Lin
¢s mtsai, 1998). A filogenetikai analizis feltarta, hogy a kriptokromok szerkezetileg kozeli
rokonsagban allnak a baktériumokban mar vizsgalt un. 6-4 DNS fotolidzokkal, amelyek a
DNS-en a rovid hullamhosszu ultraibolya (UV-B és UV-C) fény hatasara kialakuld 6-4 tipusu
pirimidin dimereket tavolitjak el, a tevékenységiikhoz sziikséges energiat pedig kék/UV-A
fénybol nyerik (Cashmore és mtsai, 1999). Kriptokrémok az allatokban is megtaldlhatok, de
sem az allati, sem a ndvényi valtozatok nem képesek DNS hibak javitdsdra. A novényi
kriptokromok 70-80 kDA nagysagu fehérjék, két jol elkiiloniild domént tartalmaznak. E
fehérjék N-terminalis régioi igen konzervaltak, ezek tartalmazzak az in. PHR (photolyase
related) domént, amely a fotolidzokhoz hasonldan a fényérzékenységért felelds két kromofort
koti: a pterint és a FAD-ot (flavin adenin dinukelotid). Minden aminosav, amely a
kromoforok kotéséhez sziikséges, megegyezik a fotolidzokéval, mig azok az aminosavak,
amelyek a fotolidzokban a DNS hibdk javitdsdhoz sziikségesek, nem konzervaltak a
kriptokrémokban (Lin, 2000). A kriptokrémok C-terminalisanak szerkezete sokkal kevéssé

konzervalt, mint az N-terminalisuk, de az ott taldlhatd, mindmadig ismeretlen funkcioja



2. Irodalmi attekintés 11

ugynevezett DAS domén fontossagara utal, hogy mutacidja a funkcid jelentds sériilésével jar
(Lin ¢és Shalitin 2003). A C-terminalis régionak valosziniileg a jelatvitelben lehet szerepe
(Yang ¢és mtsai, 2001). Kék fény hatdsara a cry2 mennyisége csokken, mig a cryl fehérje
szintje nem valtozik, valdszintlileg ezért fontosabb a cry2 szerepe alacsony, mig a cryl-¢
inkabb magasabb fényintenzitason. Allatokban a kriptokromoknak egyértelmiien a cirkadian
ritmus kialakitdsdban van szerepe (Cashmore és mtsai, 1999; Young és Kay, 2001).
Arabidopsisban fontos szerepet jatszanak a de-etiolacioban, a virdgzasban, a cirkadian ora
bedllitasaban és a fényindukalt génexpresszid iranyitasaban (Lin, 2002, Cashmore ¢és mtsai,
1999; Guo és mtsai, 1998). Erdekes tény, hogy a jelatviteli elemek azonositasa érdekében tett
jelentds erdfeszitések ellenére eddig mindossze egy kriptokrom-specifikus jelatviteli elemet
talaltak (Moller és mtsai, 2003), igy ezekrdl a szignalatviteli utakrol viszonylag keveset
tudunk. Ennek az informacidhianynak tobb oka is lehet, de a legvaldszinlibb magyarazat a
magas fokt genetikai redundancia, esetleg a fitokromok ¢és kriptokromok jelatviteli Utjai
kozotti konvergencia (Lin és Shalitin 2003). Ez utobbi feltételezést tamasztjak ala tobbek
kozott az e fotoreceptorok kapcsolatardl szold beszamolok: a fitokrom B és a cry2 megfigyelt
sejtmagi kolokalizacioja (Més ¢és mtsai, 2000); a fitokrom D és a cryl funkcionalis
interakcidja (Hennig és mtsai, 1999b); a cryl és a cry2 fotoreceptorok fitokrom A altali
foszforilacidja in vitro (a cryl vords fényben in vivo is foszforilalodik) (Ahmad és mtsai,

1998).

2.1.2.2 A fototropinok

Az Arabidopsis cryl/cry2 dupla mutansban a novények kék fény hatasara bekovetkezod
tropizmusa még mindig megfigyelheté volt, igy logikusnak tiint tovabbi fotoreceptorok
keresése, melyek a tropizmusok szabalyozasaban jatszanak szerepet. Ennek a munkanak az
eredménye az nphl (nonphototropic hypocotyl) mutans izoldldsa, amelyben a fény hatdsara
bekovetkez6 hipokotil ill. gyokérgorbiilés folyamata sériilt (Liscum és Briggs, 1995).
Ugyanez a munkacsoport azonositotta és jellemezte a mutacidért felelés gént is (Huala és
mtsai, 1997, Christie és mtsai, 1998). Ennek a génnek a szekvencidjat felhasznalva
azonositottak egy fehérjét, amely aminosav szinten 58%-ban egyezik és 67%-ban hasonlit az
NPH1-hez, ezért NPL1-nek (NPH1 like) nevezték el (Jarillo és mtsai, 1998). Az npll mutans
vizsgalata sordn kideriilt, hogy a fehérje a magas intenzitasi kék fény hatdsara bekovetkezd

kloroplasztisz elmozdulést szabalyozza (Jarillo és mtsai, 2001a; Kagawa és mtsai, 2001). A
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két fotoreceptor funkcidja a sztdbmanyitas szabalyozésaban €és a magas fényintenzitason

torténd fototropizmus irdnyitdsdban redundéns, de alacsonyabb fényintenzitdson az NPHI

jatszik fontosabb szerepet (Fankhauser és Staiger, 2002).

Mivel ezeknek a géneknek tobb homoldgja is ismert volt mas névényi rendszerekbdl,

ezért a nevezéktanukat egységesitettek: az NPHI a PHOTI nevet kapta, az NPLI pedig a

PHOT2-t (Briggs és mtsai, 2001). Meghataroztak azt a négy ismérvet, amelyek alapjan egy

fotoreceptort fototropinnak (PHOT) nevezhetiink:

(D Két LOV (light oxygen voltage) domén jelenléte az N-termindlis részen, amelyek
mindegyike a kromoforként funkcionalé FMN (flavin mononukleotid) csoportot koti
(Christie és mtsai, 1999). (A LOV domén olyan tipusti PAS domén, amelyet gyakran
talalhatunk kiilonb6z6 kornyezeti jeleket érzékeld fehérjékben.)

(I)  Szerin/treonin-tipusu protein kindzdomén a C-terminalisukon.

(II)  Fény hatédsara bekovetkezd autofoszforilacio.

(IV)  Flavin C(4a)-ciszteinhid keletkezése fény hatasara, majd lebomlasa sotétben.

A fototropin iranyitotta jelatvitelrdl viszonylag keveset tudunk. Eddig harom jelatviteli
elemet irtak le, ezek: NPH3 (Motchoulski és Liscum, 1999); RPT2 (Sakai és mtsai, 2000);
ARF7 (Harper és mtsai, 2000). A fototropinok ugyan nem vesznek részt olyan kriptokrémok
¢s fitokromok altal iranyitott folyamatokban, mint a de-etiolacio, a viragzas indukalasa vagy a
cirkadian ora fény Aaltali szabalyozésa, azonban valdszinli, hogy Ilétezik kapcsolat a
fototropinok ¢és a fitokromok szignalatvitele kozott (Fankhauser és Staiger, 2002). A
feltételezett kapcsolatra utal az a megfigyelés, hogy a kék fény hatasdra bekovetkezd
fototropizmus mértékét noveli a fénykezelés eloétt adott vords fényimpulzus (Stowe-Evans és

mtsai, 2001).
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2.1.3. Voros fényreceptorok

2.1.3.1 A vorés fény receptorai a fitokromok

A XX. szazad 30-as éveiben fedezték fel azt, hogy a vords fény serkenti, a tavoli vords
fény pedig gatolja a saldtamagvak csirdzasat (Flint, 1936). Annak felfedezése azonban, hogy a
voros fénykezelés hatdsat a tavoli-vords megvilagitds megsziinteti €s viszont, még éveket
kellett varni (Borthwick és mtsai, 1952). A saldtamagvak csirdzasat az utoljara kapott
fényimpulzus hullamhossza hatarozza meg: ha vorés (~600-700 nm) volt ez az impulzus,
akkor csirdztak, ha tdvoli-voros (~700-750 nm), akkor nem, fiiggetleniil attol, hogy elézdleg
hany alkalommal valtogattadk a fényimpulzusokat. Ez a voros/tavoli-vords fotoreverzibilitas
lett a klasszikus fitokrom-kozvetitette valaszok védjegye. A fitokromok kutatdsanak kezdeti
szakaszat a fitokrom-specifikus valaszok leirasa jellemezte, majd az 1960-as, 1970-es
években spektrofotometriai mérések révén jottek rd arra, hogy a fitokromok két —
fiziologiailag aktiv és inaktiv — formaban léteznek. A kovetkezd jelentds attdrés az 1970-80-
as években kovetkezett be, amikor kimutattdk, hogy a novényekben két kiilonbozd tipusu
fitokrém talalhatd, az I-es tipusu, amely fényben gyorsan elbomlik (akar 1 oras féléletidovel),
¢és a fényben stabil, II-es tipusu (Furuya, 1989; Furuya és Schifer, 1996). A kovetkez6 fontos
1épés a fitokrom-kutatas terén a fitokromokat kddold gének azonositasa és izoldlasa volt. A
sokféle szervezetbdl azonositott fitokrémok nevezéktanat egységesitve sikeriilt a szertedgazo
kutatasi eredményeket egymassal 6sszehasonlithatéva tenni (Quail és mtsai, 1994).

Arabidopsisban a fitokromokat egy kis Ottagii géncsalad kodolja, melynek tagjai a
PHYA,B,C,D,E nevet kaptak (Sharrock és Quail, 1989; Clack ¢és mtsai, 1994). Az egyes gének
altal kodolt fehérjék nagyon hasonlitanak egymasra, szerkezetiik, doménjeik is megegyeznek,
de a meglévo kiilonbségek egyben eltérd funkcidkkal ruhdzzak fel 6ket. A phyA bizonyult az
un. I-es tipusu fitokromnak: mivel fényben gyorsan elbomlik, féleg az etiolalt névényben
jatszik szerepet a csirdzds meginditasaban és a de-etiolacioban. A Il-es tipusu fitokrom-
készletet a tobbi (PHYB-E) gén terméke alkotja, ezek fényben stabil molekuldk, a zo6ld
névények domindns fitokromjai, amelyek szabalyozzak tobbek kozott a szar megnyulasat, az
arnyékelkeriilést, a virdgzast. Az egyes fitokrémok egymashoz viszonyitott ardnya etiolalt
csiranovényben: phyA:phyB:phyC:phyD:phyE = 85:10:2:1.5:1.5. A folyamatos fényen ndtt
csirandvényekben a phyA jelentds része lebomlik, a tobbi fitokrom mennyisége azonban nem

valtozik jelentOsen, igy a fenti arany modosul: 5:40:15:15:25 (Sharrock és Clack, 2002).
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Lathato, hogy az etioldlt ndovények legabundansabb, vords fény érzékelésért felelds

fotoreceptora a phyA, mig a fényen nétt novényeké a phyB. A fitokromok szerepe a ndvények

¢lete sordn tulsdgosan szertedgazd ahhoz, hogy e dolgozat keretein beliill annak minden

aspektusat érintsem. Az aldbbi felsorolds szamba veszi mindazokat a fotomorfogenikus

folyamatokat, amelyekben a fitokromok szerepét jelentdsnek talaltdk. Ezeket a folyamatokat

természetesen nemcsak a fitokromok szabalyozzdk, hanem a kriptokromok és a hormonok

szerepe is kimutathato.

@

(1D

(11T

Iv)

Csirdzas: vords fényben a PHYB szerepe tlinik dominansnak, tavoli vords fényben
pedig a PHYA-¢, de Gjabban a PHYE szerepét is megfigyelték (Hennig és mtsai,
2002).

De-etiolacio: a de-etiolacio sordn az egyik legkonnyebben mérheté morfoldgiai jelleg
a hipokotilhossz véltozdsa. A hipokotil megnyuldsdnak fény 4altali gatlasaban
bekovetkezett sériilés vezetett a PHYA ¢s PHYB fotoreceptor-mutansok mellett tobb
jelatviteli komponens azonositdsdhoz is. Alacsony vords és  tavoli-voros
fényintenzitdson a phyA, magasabb vords intenzitdson pedig a phyB a de-etiolacio
dominéns fotoreceptora. A tobbi fitokrom szerepe ezeknél joval kisebb (egyszeres
mutansaik fenotipusa alig észrevehetd), de nagyon jelentds a kriptokromok és
kiilonb6z6 ndvényi hormonok hozzdjarulasa és komplex interakcidja (Sullivan és
Deng, 2003).

Arnyékelkeriilés: arnyék hatdsira az arnyékot elkeriilé novényeken (ilyen az
Arabidopsis 1s) a ndvekedés gyorsuldsa, oldalhajtdsok szamanak csokkenése, erds
apikalis dominancia, kisebb méretii levelek fejlesztése, korai virdgzas és termésérés
figyelhetd meg. Az arnyék érzékelése a természetben legtobbszér a szomszédos
novények jelenlétének érzékelését jelenti. A mechanizmus alapja az, hogy a
fotoszintetikus pigmentek a voros és tavoli-vords hulldmhossztartomanyt eltéréen
nyelik el, igy a ndvény érzékelni tudja, ha a szomszédos novényekrdl visszaverddd
vagy azokon atsziirdd6 fény tavoli-vords Osszetétele megnd. Ennek érzékelésében a
phyB a domindns fotoreceptor, de ujabban a phyD és phyE szerepét is kimutattak
(Sullivan és Deng, 2003).

Viragzasindukcié: az Arabidopsis fakultativ hosszinappalos novény, amelynél a
viragzast a 12 oranal hosszabb nappal valtja ki. A révid nappalon nevelt novények

virdgzasanak kivaltasadra akar egyetlen hossztu nappal is elegend6. Nem induktiv
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viszonyok kozott a virdgzas repressziojaban szintén a phyB a domindns gatld

fotoreceptor (Mouradov és mtsai, 2002).

(V) A cirkadian ora beéllitasa: a cirkadian 6ra olyan endogén molekularis mechanizmus,

amely autonom modon képes hozzavetdlegesen 24 oras ritmusok kialakitasara és

fenntartasara. A ritmusok fazisat bizonyos kiilsé kornyezeti hatasok képesek pontosan

hozzaigazitani a napszakok valtakozasahoz. Err6l a folyamatrol a 2.2.5 fejezetben

bdvebben lesz sz6. A kriptokromok, valamint a PHYA, PHYB, PHYD, és PHYE

orabeallitd szerepét mar bebizonyitottdk (Somers és mtsai.,1998; Devlin és Kay,

2001).

2.1.3.2 A fitokromok felépitése és miikodése

A fitokromok két ~125 kDa-os monomerbdl allé6 homodimer formajaban miikodnek a

novényi sejtekben. A monomerek egy konzervalt helyzetii cisztein aminosavahoz tio-észter

kotéssel kapcsolodik a kromoforként funkciondld fitokromobilin. A fitokrom molekula

vazlatos szerkezetét a 2.1 dbra mutatja be.

NH, NH,
ATE »

BLD —»

“csuklé”-régio

dimerizacio 1 —»
PRD
Q-box —»

HKRD

dimerizacio 2 —»
1 1

HOOC COOH

2.1 abra A fitokrom fotoreceptorok

vazlatos szerkezete

Az é4bra a fitokrémok eddig azonositott fobb
szerkezeti egységeit Nakasako és mtsai, 1990;
Fankhauser, 2001, kézleményei alapjan tiinteti fel.
A fekete téglalapok a kromoforokat jeldlik, bovebb

magyarazatot 1asd a szovegben.
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A molekula hozzavet6legesen 60 kDa méreti N-terminalis fele hordozza a kromofort
kotd cisztein aminosavat, igy ez a része felelds a fényérzékelésért. Ebben a régioban talalhato
a koriilbeliil 200 aminosav hosszusagu un. BLD (bilin lyase domain), amely a kromofor
autokatalitikus megkdtésben jatszik fOszerepet. Kiemelkedd fontossdgii a molekula N-
terminalisanak elsé 60 aminosavnyi szakasza (ATE: amino-terminal extension), amely a
kiilonboz6 fitokromok korében nagyfoku valtozatossagot mutat. A térszerkezet-vizsgalatok
szerint az aktiv allapota fehérjékben ez a régidé visszahajolva a kromofér kozvetlen
kornyezetébe keriil. Ez lehet az oka annak, hogy a kiilonb6zd fitokromok — annak ellenére,
hogy azonos kromofort kotnek — eltérd abszorpcids tulajdonsagokkal rendelkeznek (Song,
1999). Az N-terminalis részt a C-termindlishoz az ugynevezett “csukld”- (“hinge”) régio koti,
amely proteaz-emésztésre kiilondsen érzékeny. A C-termindlison taldljuk meg az 1n.
regulator domént (Q-box, Quail és mtsai, 1995), amely valdsziniileg a fitokrom-specifikus
jelatviteli lanc aktivalasdban jatszik szerepet. Ennek — a kiilonbozd fitokrémok korében
nagyon konzervalt szakasznak — a mutécioi jelatvitelben sériilt molekulat eredményeznek
(Quail és mtsai, 1995). A C-termindlison taldljuk a két dimerizaciés domént, amelyek a
monomerek 0sszekapcsolodasaért feleldsek. Az abran bejeldltiink még két régiot, amelyek az
elobb emlitetteket atfedik. A PRD (PAS-related domain) két PAS-domén-szeri régiot
tartalmaz, ezek a struktirak a protein-protein kapcsolatok fenntartdsdban jatszhatnak szerepet,
igy feltételezhetd, hogy ez a régio felelés a fitokromnak a jelatviteli partnereivel létesitett
kozvetlen interakcidiért (Fankhauser, 2001). A HKRD (histidine kinase-related domain) a
fitokromoknak, a bakteridlis hisztidin kindzokhoz hasonld szakasza (Schneider-Poetsch, és
mtsai, 1991).

Régota ismert, hogy a fitokroémok két, spektroszkopiai szempontbol kiilonbozo
formaban léteznek (Schéfer és mtsai, 1972). Arra is fény deriilt, hogy ezeknek a formdknak a
biologiai aktivitasa kiilonbozo, és egyfajta bioldgiai “kapcsoloként” at tudnak alakulni
egymasba (Song, 1999). A fitokrémok bioldgiailag inaktiv, un. Pr formaban szintetizalodnak,
amelynek elnyelési maximuma a voros hulldmhossz-tartomanyban (Ap.—=660 nm) van. A
foton elnyelésével a molekula szerkezete megvaltozik, kialakul az un. Pfr forma, amely a
fitokrom fotoreceptorok biologiailag aktiv formdja, igy a jelatviteli utak kiinduldépontja (2.2
abra). Ennek a formanak az abszorpcids maximuma a tavoli-vords hullaimhossz-tartomanyba
esik (Amax=730 nm), és foton elnyelésével visszaalakul Pr formava, azaz inaktivalodik. Ez a
jelenség a fotokonverzid. A kiilonb6z6 forméak egymasba alakuldsa ujra és Gjra megtorténhet.

A Pfr forma fény hatdsa nélkiil is atalakulhat Pr formava: ezt a jelenséget sotét reverzionak
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nevezziik, melynek sebessége minden fitokrom esetében mas és mas. A Pfr forma
megsziinésének harmadik modja a lebomlas: phyA esetében a Pfr forma sokkal instabilabb a
Pr-nél (Quail és mtsai, 1973; Hennig ¢és mtsai, 1999a), igy e fotoreceptor esetében a
degradéacionak jelentds szerepe van a biologiailag aktiv forma eltdvolitasaban. Fontos
megjegyeznlink, hogy a Pr és Pfr formdk nem csak térszerkezetiikben, hanem foszforilaltsagi
allapotukban is kiillonboznek. Ebbdl a szempontbol a legrészletesebben a zab phyA-t
vizsgaltak. E molekula N-termindlisanak ATE részében 10 szerin aminosav talalhatd,
amelyek koziil a molekula amino-végétdl szamitott hetedik szerin Pr és Pfr formaban is
foszforilalt. A csuklo-régioban taldlhaté 599-es szerin azonban csak a Pfr formaban
foszforilalt, igy valoszinii, hogy ennek a szerinnek a foszforilacidja a jelatvitel fontos kezdeti
1épése (Song, 1999).

A fitokrom-rendszer egyszerisitett vazlata a 2.2 4abran lathatd. Sziikséges
megjegyeznem, hogy a valos kép ennél a vazlatnal sokkal arnyaltabb. A fitokromok Pfr
formai a tavoli-vords fénynél kisebb hatékonysaggal ugyan, de elnyelik a voros fényt is, igy
egy résziik visszaalakul Pr formdjava, mig a Pr forma a vordsnél kisebb hatékonysaggal a
tavoli-voros fényt nyeli el. (Erdekes tovabba, hogy a fitokromok mindkét formaja kis
mértékben a kék fényt is elnyeli (Mancinelli, 1994, Neff és mtsai, 2000).) Azt is
megallapitottak, hogy vords ill. tavoli-vords fény hatdsara a jelenlevd fitokrémoknak csak
bizonyos — a fitokrom tipusatél, az alkalmazott fény hulldmhosszatol és intenzitasatol fliggd —

hanyada alakul at Pfr,

voros fény

jelatviteli lanc

7 N\
m élettani valasz
N

A
tavoli-voros fény

degradacio

sotét reverzio

2.2 abra A fitokromok miikodésének egyszeriisitett modellje

Magyarazatot lasd a szovegben (Bowler és Schifer, 2002 utén).
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ill. Pr forméava. Ezek a tényezOk jatszanak kozre abban, hogy az aktualis fényviszonyoknak
megfeleld dinamikus egyenstly alakul ki a Pr és Pfr formdk aranyaban, amely minden
fitokromnal mas és mas. Az igy kialakult arany az, amely a fiziologias vélasz intenzitasat,
természetét meghatarozza. Igaz tehat, hogy minden fitokrém valamilyen mértékben elnyeli a
tavoli-voros és kék fényt is, de ennek fiziologias hatdsat egyediil a fitokrom-A esetében
tapasztaltadk. (Egyetlen kivétel a phyE tavoli-vords érzékenységének megnyilvanuladsa a
csirazas irdnyitasaban (Hennig és mtsai, 1999).) Ennek az oka az lehet, hogy a phyA
molekuldk Pfr formaja fiziologidsan nagyon hatékony: nagyon nagy Pr/Pfr arany esetében is
megfigyelhetdk altala kivaltott élettani valaszok. Ezért bizonyul a phyA a nagyon alacsony
fényintenzitds és a tavoli-vords fény érzékelésében dominans fotoreceptornak. Tovabb
arnyalja a képet az, hogy a laboratoriumi koriilmények monokromatikus fényviszonyai helyett
a természetben Osszetett fény éri a novényeket. A természetes fény voros €s tavoli-voros
Osszetevoi allandoan valtoznak. A fitokromok Pr<>Pfr fotokonverzidja igy az aktudlis
fényviszonyok kozott tapasztalhatd vords/tdvoli-vords Osszetevok héanyadosatol fliggden
alakitja ki az adott fényviszonyokra jellemzd Pr/Pfr aranyt. Egy nyari napon a direkt
napsiitésben a vords/tavoli-vords fény hanyadosanak értéke nagy, tehat jelentds a Pfr fitokrom
formak tulsulya, mig slrti lombkorona alatt, ahol a fény aranylag dusabb a tavoli-voros
Osszetevoben, ez a hanyados sokkal kisebb, tehat a fitokromok Pr/Pfr hanyadosa né (Genick
¢s Chory, 2000).

A fitokrém-fliggd valaszok klasszikus felosztdsa a fény hulldmhossza és intenzitdsa
szerint torténik. A VLFR (very low fluence response) tipusu valaszokat a kiilondsen kis
intenzitast fény valtja ki. Jellemzdje, hogy semmilyen besugarzassal nem visszafordithato,
mivel a kivaltdsaban fOszerepet jatszo phyA Pr formdja igen széles elnyelési spektrummal
rendelkezik, kiilonleges érzékenységét pedig az adja, hogy a phyA-indukalt valaszok
kialakitasahoz elég, ha a teljes phyA mennyiség 0.1%-a Pfr formaba keriil (Shinomura ¢és
mtsai., 1996). Nagyobb fényintenzitds valtja ki a LFR (low fluence response) tipusu
valaszokat. Ezek a vords/tavoli-vords fény altali fotoreverzibilitas szerint viselkedd klasszikus
fitokrém-valaszok, mint példaul a bevezetében emlitett salatamag-csirdzas. Az ilyen tipusu
valaszokat foként a phyB kozvetiti. A valaszok harmadik tipusa a HIR (high irradiance
response) nevet kapta, ezeket a kivaltoé fény fajtaja szerint vords (R-HIR) vagy tavoli-voros
(FR-HIR) tipusba soroljuk. K6zds jellemzdjiik, hogy csak kelléen magas intenzitasu fény
valtja ki Oket, és nem mutatjak a vords/tavoli vords fotoreverzibilitds tulajdonsagat. A

fitokrom-valaszok tipusainak 0sszefoglaldsa a 2.1 tablazatban lathato.
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2.1 tablazat A fitokrom valaszok tipusai

A részletes magyarazatot lasd a szovegben (Genick és Chory, 2000; Schifer és Bowler, 2002 utan)

A valasz tipusa | Voros fény Tavoli-voros fény | kozvetité |voros/tavoli voros
hatasa hatasa fitokrom | fotoreverzibilitas
VLFR + + phyA nem
LFR + - phyB igen
R-HIR + phyB nem
FR-HIR + phyA nem

Az 1990-es évek elején, amikor az elsé szekvenciaadatokat adatbazisokba kezdték rendezni,
az akkor ismert fitokromok szekvenciajat is 0sszehasonlitottdk a mar ismert molekuldkéval.
Kideriilt, hogy a fitokrémok C-termindlis részén elkiilonithetd egy domén, amely jelentOs
hasonlosdgot mutat a bakteridlis kétkomponensii jelatviteli rendszerek transzmitter
egységének hisztidin kindz moduljaval (Schneider-Poetsch, és mtsai, 1991). Egy tipikus
bakteridlis kétkomponensii (két proteinbdl allo) jelatviteli rendszer az alabbi mdédon épiil fel
(2.3/A abra). A szenzor fehérje N-terminalis szakasza az input domén (érzékeld egység), ez
fogja fel az adott kornyezeti jelet. A molekula C-terminalisan talalhat6 transzmitter modul
képes arra, hogy egy konzervalt helyzetl hisztidin aminosavat foszforilaljon a modulon beliil.
A masik fehérje az un valasz (reszponz) reguldtor, amelynek N-termindlisan taldlhato a
fogado (receiver) modul, amelynek konzervalt helyzetli aszparaginsav aminosavjara keriil a
transzmitter modul hisztidin aminosavjardl a foszfatcsoport. Ezzel keriil at a szenzor altal
érzékelt jel a reszponz regulator komponensre, amelynek C-termindlisan taldlhaté output
(kimeneti) domén képes tovabbi komponensek vagy célgének miikodését szabalyozni
(Parkinson és Kofoid, 1992). Bar a jel tipusa €s tovabbitasanak modja altalanosan elterjedt az
¢lovilagban, a rendszer specificitdsat a szenzor adott jellel szembeni specifikus érzékenysége
¢s a transzmitter modul — fogadd modul kozotti specifikus kapcsolat biztositja.

A fitokromok szerkezetében egyfajta hasonlosdg felfedezhetd a bakteridlis
szenzorokhoz (N-terminalis — érzékeld egység; C-temindlis — transzmitter modul), ezért az
eziranyll vizsgalatok tovabb folytak: a Symechocystis nevli prokariota kékalgaban
azonositottak egy fitokrém-szerti molekulat, amely a Cphl (cyanobacterial phytochrome 1)
nevet kapta. Az N-termindlis szakasza a fitokromok N-terminalisdhoz (36% aminosav
egyezés, €s 60% hasonlosag), C-termindlisa pedig a bakterialis szenzorok transzmitter

moduljahoz és a fitokromok C-terminalisdhoz (20% aminosav egyezés €és 52% hasonldsag)

PKS1
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2.3 abra A fitokromok és a bakterialis két-komponensi kinazrendszer hasonlosaga.

A. A bakterialis két-komponensii kindzrendszer vazlatos felépitése (Parkinson és Kofoid, 1992). A korbe foglalt
P betli a foszfatcsoportot szimbolizalja, a nyilak pedig a foszforilalasi reakcidkat. A szaggatott nyilak az
informacio aramlasat szemléltetik a molekulak részei kozott. B. A Synechocystis fitokromja (Cphl), mint kinaz
(Yeh és mtsai, 1997). C. A magasabb rendli névények fitokromja kinazként is mikodik (Yeh és Lagarias, 1998;
Fankhauser €s mtsai, 1999). A részletes magyarazatot lasd a szovegben. A fekete szinli vizszintes téglalapok a

kromofort szimbolizaljak. H: hisztidin, D: aszparaginsav, S: szerin
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hasonlit. A Cphl képes a fitokromobilin autoligacidjara €s voros/tavoli-vords fény indukalta
reverzibilis fotokonverzidora. A fehérje C-termindlisa fényfiiggé modon (Pr formdban)
autofoszforilal egy hisztidin aminosavat és a foszfatcsoportot egy masik fehérje aszpartat
aminosavara tovabbitja. A kutatok ezt a reszponzregulator-tipusu fehérjét is azonositottak, és
az Rcpl (response regulator for cyanobacterial phytochrome 1) nevet kapta (Yeh és mtsai,
1997). A prokariotak Osi fitokromrendszerének vizsgalata tehat a fitokromok kinaz voltat
erOsitette meg (2.3/B abra). Nem véaratott sokat magara az a felfedezés, hogy az eukariota
fitokrém is képes kindzként miikodni. A molekularis szintli hasonlésag mellett jelentds
kiilonbség a Synechocystis Cphl és a zab phyA molekuldja kozt, hogy mig az elébbi Pr
formaban hisztidin és aszparaginsav aminosavakat, addig az utobbi Pfr formaban szerin és
treonin aminosavakat foszforilal (Yeh és Lagarias, 1998).

Mivel az imént emlitett kisérletekben a fitokrom kinazaktivitdsanak vizsgélatakor nem
valos szubsztratokat hasznaltak, megindult azoknak a fehérjéknek a keresése, amelyeket a
fitokrom valdban foszforildl. Hamarosan igazoltdk, hogy a cryl és cry2 fotoreceptorokat a
phyA in vitro foszforilalja, és a cryl protein in vivo foszforilalasa voros fényben nagyobb
mértékli (Ahmad és mtsai, 1998). Nem kellett sokaig varni egy specifikusan fitokrém-
foszforilalas révén mikodo jelatviteli elem felfedezésére sem: a PKS1 (phytochrome kinase
substrate 1) fehérjét Fankhauser és mtsai (1999) izolaltdk. Ez a protein képes in vitro
kapcsolodni a phyA és phyB fotoreceptorok C-terminalisanak HKRD részéhez (1. 2.1 ébra) és
bar ez az interakcid fiiggetlen a fotoreceptor Pr/Pfr konformacidjatol, a zab phyA
fotobiologiailag aktiv (Pfr) formaban nagyobb mértékben foszforildlja a PKS1-et (2.3/C
abra). Azt is kimutattdk, hogy a fitokrom 599-es helyzetli szerinjének lizinre cserélésével a
fényindukalt autofoszforilacid és PKS1 foszforilacié megsziinik. Mivel a PKS1 taltermelése a
fitokrom-specifikus hipokotilmegnyulas gatlasanak zavarat okozza, ezért a PKS1 a fitokrém-
specifikus jelatviteli utak gatld regulatoranak tinik. A PKS1-hianyos antiszensz novények
nem mutatnak fitokrom-specifikus fenotipust: ennek az oka funkcionalis redundancia lehet,
azaz mas PKS1 szerepli molekulak is mitkodhetnek a fitokrom-specifikus jelatviteli utakban

(Fankhauser és mtsai, 1999).
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2.1.3.3 A fitokrom-specifikus jelatvitel

A fitokrom-specifikus jelatviteli komponensek vizsgalatat alapvetéen négy kiillonbozd
madszerrel végezték. A kdvetkezdkben ezeket fogom roviden attekinteni.

Az ¢lettani megkozelitések soran a fitokromok miikodésével kapcsolatos gyors
valaszokat azonositottak és jellemezték. Kimutattak, hogy etiolalt szovetekben a fitokromok
részt vesznek a fény hatdsdra bekovetkezd membranpotencidl-valtozasok kialakitdsdban
(Racusen ¢és Galston. 1983). Az is kidertilt, hogy z6ld ndvényekben, féleg zoldalgakban, az
iondramlas kivaltasa mellett a kloroplasztiszok fény hatdsara bekdvetkezd viszonylag gyors
elmozdulésa is részben fitokromok altal iranyitott (Neff és mtsai, 2000).

A farmakolégiai megkozelitések 1ényege az volt, hogy a paradicsom fitokrém-mutans
egyedeinek a sejtjeibe kiillonbdz6 masodlagos atvivoanyagokat mikroinjektaltak és fitokrom-
specifikus hatdsok megjelenését figyelték (Neuhaus és mtsai, 1993; Bowler és mtsai, 1994a).
Kimutattak, hogy a membrankdtott heterotrimerikus G-protein szerepet jatszik a fitokrom-
specifikus jelatvitelben. Ezen a ponton a jelatviteli lanc két agra szakad: az egyik a cGMP
szint szabalyozasan keresztiil a CHS (chalcone synthase) expresszidjat serkenti, a masik pedig
a kalcium/kalmodulin szint befolyasoldsa révén szabdlyozza tobb gén, példaul a CAB
(chlorophyll a,b-binding protein) expresszidjat. Azt is kimutattak, hogy ¢cGMP- és Ca’'-
specifikus szabalyoz6 utak egymast negativan szabdlyozzik, de egyiittesen represszaljak az
AS1 (asparagine synthase 1) gén mikodését és kozosen jatszanak szerepet a kloroplasztiszok
fejlodésében (Bowler és mtsai, 1994b; Neuhaus ¢és mtsai, 1997). Ezek a kutatdsok — annak
ellenére, hogy egykor a figyelem kozéppontjaban alltak és eredményeiket igen rangos
tudomanyos szaklapok kozolték — megtorpantak: tovabbi jeldtvivd partnereket nem sikeriilt
azonositani ¢és a késobb felfedezett fitokrom-specifikus jelatvitelben sériillt mutansok
vizsgalataval nyert eredményeket nehezen lehet a mikroinjektalasos kisérletek eredményeivel
Osszefiiggésbe hozni.

A genetikai alapu megkdzelitéssel olyan mutdnsokat azonositottak, amelyekben a

fitokrém-valaszok sériiltek. Mivel a teljes Arabidopsis genom szekvenalasa befejez6dott (The
Arabidopsis Genome Initiative, 2000), kézenfekvé a mutansok eldallitdsa és egyszerii
genetikai térképezése ebben a konnyen kezelhetd modellndvényben. Az Arabidopsis
genomban  kiilonb6zé6 modon véletlenszerli mutdcidkat hoznak 1étre és bizonyos
fotomorfogenikus jellegben sériilt ndvényeket izolalnak. Ezekben a ndvényekben azutan

genetikai térképezéssel azonositjak a mutaciot szenvedett gént, amelynek hibas miikodése az
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adott jelatviteli ut sériilését okozza. Az elsdként azonositott mutansokat az alabbi két
csoportba soroltak:

(I) Azok a novények, amelyek fényben nevelve ugy néznek ki, mintha sotétben néttek volna.
Ezekben a ndvényekben a fotomorfogenezis pozitiv elemei sériiltek. Egy résziikrdl kideriilt,
hogy a fotoreceptor-gének funkciovesztéses mutacidja miatt nem érzékelik a fényt. Olyan
mutansokat is talaltak, amelyekben a fitokromok kromoférjdnak szintézise sériilt (Parks ¢és
Quail, 1991; Whitelam és mtsai, 1993; Reed és mtsai, 1993; Parks és Quail, 1993; Wester és
mtsai, 1994; Oyama ¢és mtsai, 1997). Azonositottak egy, a fotomorfogenikus fejlédésre
pozitiv hatasu transzkripcids faktort, a HY5-6t (long hypocotyl 5). A hy5 ndvények etiolalt
fenotipust mutattak, fiiggetleniil a fény hulldmhosszatol (Koorneef és mtsai, 1980), tehat ugy
tlinik, hogy ennek a bZIP tipusu transzkripcios faktornak, amely a fényregulalt gének egy
részének promoterében levé Un. G-boxhoz kotédik, a fotomorfogenezis kialakitdsaban
kozponti szerepe van (Oyama €s mtsai, 1997).

(II) A mutans novények masik csoportjdba azok tartoznak, amelyek fény hianyaban is de-
etiolalt fenotipustiak. Ezek a csirandvények tehat ugy néznek ki, mintha allandéan fényben
noénének. A  mutanskeresési  erdfeszitések eredménye a COP  (constitutive
photomorphogenesis), a DET (de-etiolated) ¢s a FUS (fusca) géncsaladok felfedezése (Chory
és mtsai, 1989, 1991; Deng ¢és mtsai, 1991; Wei és Deng, 1996). Ezek a gének olyan
fehérjéket kodolnak, amelyek sotétben megakaddlyozzak a novények fotomorfogenikus
fejlodését, igy fenntartjak a szkotomorfogenezist. A fény ezt a gatlast kapcsolja ki, igy a
fotomorfogenezisre jellemzé molekularis folyamatok lejatszédasa ezutan nem iitkdzik
akadalyba. Jelenleg 11, a COP/DET/FUS csoportba tartozd gén ismert, fontossagukat mutatja,
hogy teljes hianyuk letalis (Wei és Deng, 1996; Hardtke és Deng, 2000). Ebbdl a csoportbdl a
COPI1 (FUS1) fehérje funkciojat ismerjiik a legteljesebben. Kimutattdk, hogy a COP1 fehérje
egy E3 tipust ubiqutin ligdz-komplex részeként miikodik a sejtmagban és ennek a
komplexnek a specificitdsat adja meg: segitségével torténik a fotomorfogenezis pozitiv
komponenseinek ubiquitinnel torténd megjeldlése. Ezeknek a fehérjéknek a lebontasa a COP9
szignaloszoma koézremiikodésével a 26S proteoszoéma révén kovetkezik be (Hardtke és Deng,
2000; von Arnim, 2000). (A COP9 szignaloszéma onnan kapta a nevét, hogy alkotorészeit a
cop/det/fus mutansok izolalasa soran azonositottak, mutacidjuk konstitutiv fotomorfogenezis
kialakulasdhoz vezet.) Megfigyelték, hogy a COP1 fehérjék kozvetlen kdlcsonhatasa a HY'S
fehérjékkel (Ang és mtsai, 1998) a HYS5 molekuldk ubiquitindcidjat eredményezi. Ezen

mechanizmus révén torténik meg a fotomorfogenezis egyik kozponti szerepli pozitiv
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faktoranak COPI1-fiiggd lebontasa sotétben, amely folyamat a szkotomorfogenikus fejlédés
dontd fontossagu 1épése. Ezt timasztja ala az a megfigyelés is, amely szerint a HY S ugyantgy
felhalmozodik a copl mutans ndvények sejtmagjaban sotétben, mind a vad tipusu
novényekében fényben (Hardtke és mtsai, 2000; Osterlund és mtsai, 2000a, 2000b). A COP1
ezen funkcidjanak uniformitdsara utal az a nemrégiben megjelent kozlemény, amelyben
feltarjak a COP1 szerepét a LAF1 (long after far-red light 1) nevii, fotomorfogenezisre pozitiv
hatdsu transzkripcids faktor ubiquitinacidjaban (Seo és mtsai, 2003).

A fényben nétt 4y5 mutans novények vizsgdlatakor megallapitottak, hogy azok nem
teljesen etiolalt fenotipusuak, ezért mas HYS5-szerli és szerepli molekulak Iétezését
valoszintsitették. Ezek egyikének felfedezése a kozelmultban tortént meg: a HYH (HYS
homolog), mint a neve is utal ra, egy HYS5-h6z hasonld szerkezeti transzkripcios faktor,
amely szintén a promoterek G-box eleméhez kotddik. (A hyh mutans hasonlit a 4y5-hoz, de a
mutacio hatdsa kék fényben kifejezettebb, mint mas hulldmhossztartomanyban.) A HYH
szintén kozvetlen kolcsonhatasba keriil a COP1-el, amely részt vesz annak sotét-specifikus
lebontasaban. A HYH-HY'5 funkcionélis kdlcsonhatas pedig a szabélyozas egy ujabb szintjére
enged bepillantast (Holm és mtsai, 2002). A COP1 fehérje fény hatasara kdlcsonhatasba 1ép a
cryl és a cry2 fotoreceptorokkal, ez az interakcio szerepet jatszik a COP1 funkcidjanak
gatlasdban ¢és a fényindukalhatd gének aktivalasaban (Wang és mtsai, 2001; Yang és mtsai,
2001). Erdekes megfigyelés, hogy az imént emlitett kriptokrom-COP1 kapcsolat hatésa csak
atmeneti. Folyamatos fényben a COP1 inaktivaldsa annak sejtmagbdl torténd eltavolitasa
révén valosul meg (Wang ¢és Deng, 2003).

Az elézékben bemutatott mutaciok kozos jellemzdje, hogy hatdsuk a ndvények
fejlodésére nézve dramatikus €s a mutacio altal érintett gén a hatdsat (a fotoreceptor-
mutansok kivételével) a fény hullamhosszatol fiiggetlen fényspecifikus jelatviteli utak késéi
szakaszaban fejti ki. Jelenlegi ismereteink alapjan ez nem véletlen: ez els6 mutansokat izolalo
kutatok a legszembetiindbb fenotipusu egyedeket valasztottak ki a tovabbi vizsgalatokhoz, és
mivel a fényspecifikus jelatviteli utak felépitésében egyfajta konvergenciat figyelhetiink meg,
altalanos hatast faktorokat talalhatunk a jelatvitel késdi szakaszaban. A fotoreceptorok tehat
ismereteink szerint sokféle jel forrasai egyidejlileg, az igy kibontakozo jelatviteli utak részben
egymastol fiiggetleniil haladva, részben egymasra hatva konvergalnak egyfajta “szignal-
integraciot” megvaldsitva (Quail, 2002). A 2.4 abra az ebben a jelatvitelben kézremiikodo
komponensekrdl ad attekintést. A bemutatott eredmények fiatal Arabidopsis csirandvények

vizsgalatabol szarmaznak, és a de-etiolacio vizsgalata nyoman sziilettek meg. Az abran
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2.4 abra A fotoreceptorok altal iranyitott jelatvitel vazlata

A fényreceptorokat besotétitett téglalapok szimbolizaljak, az eddig nem azonositott UV-B receptort/receptorokat
egyetlen idom jeleniti meg. A vastagabb sziirke nyilak utalnak arra, hogy az adott receptor mely
hullamhossztartomanyban érzékeny. A szaggatott nyil az érzékelés kisebb élettani fontossagara utal. Az UV-B,
UVA/kék fényreceptorok altal irdnyitott jelatvitel dsszes leirt komponensét feltiintettiik; a PHYA- és PHYB-
specifikus jelatviteli utak vizsgalata soran szinte hetente azonositanak Ujabb komponenseket, igy ez a lista
»szignal integracio” mechanizmusarol keveset tudunk, a COP/DET/FUS és HYS/HYH faktorok eddigi
vizsgalata azonban feltarta a jelatviteli utak itt abrazolt konvergencidjat. Az azonositott gének nevét
nagybetlivel, a még csak mutansként ismert komponensekét kis dolt betiivel tiintettem fel. A merdleges
vonalkaban végzdddé vonal gatld hatast jelol. Azok a komponensek, melyek mitkddése a cirkadian 6raban is
bizonyitott, szaggatott vonallal vannak bekeretezve. Tovabbi magyarazatot lasd a szovegben. Azok a
komponensek, melyek teljes neve a szdvegben vagy a Roviditések jegyzékében emlitésre keriilt, az alabbi
felsorolasbol hianyoznak:

APRR1/5/9, Arabidopsis pseudo-response regulator 1/5/9; ARF7, auxin response factor 7, COG1, cogwheel 1;
cp3, compacta 3; EID1, empfindlicher im dunkelroten licht 1; ELF3, early flowering 3; FAR1, far-red impaired
response 1; FHY 1/3, long hypocotyl in far-red light 1/2; FIN219, far-red insensitive 219; GI, gigantea; HFR1,
long hypocotyl in far-red light 1; IAA1/3/4/9/17, indole-3-acetic acid response factor 1/3/4/9/17; PAT1, PHYA
signal transduction 1; PSI2, phytochrome signalling 2; REDI, red light elongated; srll, short hypocotyl in red
light; SRR1, sensitivity to red light reduced 1; SUBI1, short under blue light 1. ULI3, UV-B light insensitive 3.
(Quail, 2002; Gyula és mtsai, 2003 utan)
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feltiintettem az UV-B, UVA/kék fényreceptor-specifikus jelatvitel eddig megismert
komponenseit is, szemléltetendd a kiillonbozo jelatviteli utak viszonyat. A PHYC-, D-, E-,
specifikus jelatvitel kutatdsa még gyermekcipoben jar. Ennek oka, hogy a vords és tavoli
vorods fényspecifikus de-etiolacids folyamatok dontd tobbségének kialakitasaért a PHYA és
PHYB a felel0s.

A molekuléris bioldgiai megkozelitések 1ényege, hogy éleszté két-hibrid rendszer

felhasznalasaval fitokromokkal kolcsonhato fehérjéket keresnek, remélve, hogy igy a
jelatvitel korai szakaszara deriilhet fény. Mivel a fitokromok az élesztd két-hibrid rendszerben
nem a valés kolcsonhatd partnerekkel 1épnek kapcsolatba (transzaktivalnak), a molekularis
partner keresését a fitokromok gondosan kivalasztott doménjaival végezték. A “‘csalinak”
hasznalt szakaszok kivétel nélkiil a C-termindlis régiobol keriiltek ki, hiszen az addigi
eredmények azt mutattak, hogy a molekula ezen része jatszik szerepet a jelatvitelben. Ez nem
a legjobb megoldas, hiszen egyrészt a phyA és phyB C-terminalisanak a funkcidja annyira
hasonlo, hogy akar fel is cserélhetok (Wagner és mtsai, 1996). Masrészt az N-terminalis és a
hozza kotott kromofor figyelmen kiviil hagyasa a fitokrém mitkddésében dontd szerepet
jatszo Pr—Pfr formdk kialakulasat teszi lehetetlenné. A meglevd moédszertani problémak
ellenére talaltak olyan kolcsonhat6d partnereket, amelyeknek a fitokrém-specifikus jelatvitelre
tett in vivo hatasat igazoltdk, illetve mutacidjuk fitokrom-specifikus fenotipust okozott. A
jelenleg ismert kolcsonhatd partnerek fobb tulajdonsdgait a 2.2 tdblazat foglalja 0ssze. A
kovetkezOkben azt a négy proteint vesszilk sorra, amelyet kifejezetten a fitokromokkal
1étrejovo kapcesolatuk révén azonositottak ill. jellemeztek. Azokat, amelyeket mas jellegli
munkak soran azonositottak és késébb igazoltak interakciojukat a fitokromokkal, csak a 2.2
tablazatban emlitem.

A PKS1 fehérjérdl és annak a fitokrom-kinaz rendszer miikodésében betdltott
szerepérol a dolgozat korabbi részében mar volt sz6 (2.1.3.2 fejezet).

Az NDPK2 (nukleotid diphosphate kinase 2) aktivitisa megnd, ha kolcsonhatasba
keriil a phyA Pfr formdjaval. Meghataroztak azt is, hogy a phyA PAS doménjének van
szerepe az NDPK2-vel valo kolcsonhatasban. Az NDPK2 fehérje hianya igen enyhe
fenotipust okoz: érdekes mdédon mind a phyA-, mind a phyB-specifikus de-etiolaciot
csokkenti, tehat pozitiv faktorrdl van szd (Choi és mtsai, 1999). Ezeken az adatokon tul
azonban semmit nem tudunk az NDPK2 hatdsmechanizmusardl és a jelatvitelben betdltott

szerepérol.
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2.2 tablazat Az eddig azonositott fitokromokkal kélcsonhatasba keriil6 fehérjék (Schifer
¢és Bowler, 2002)

A roviditések magyarazata: Y2H: éleszté két-hibrid rendszer; Co-IP: koimmunoprecipitacio; IvB: in vitro kotési
kisérlet; N: sejtmagi lokalizacié; C: lokalizacio a sejtplazmaban; ARR4: Arabidopsis response regulator 4;
Aux/IAA: auxin/indoleacetic acid; ELF3: early-flovering 3; NDPK2: nukleotid diphosphate kinase 2; PIF3-4;
phytochrome interacting factor 3-4; ZTL/ADO: zeitlupe/adagio.

Kolcsonhaté A kolesonhatas A kolesonhaté | A fitokréom A faktor . . .
.oz . f e oo ere Feltételezett szerep Hivatkozas
partner vizsgalata fitokrom konformaciéja | lokalizicidja
ARR4 Y2H, Co-IP, IvB phyB Pr, Pfr N,C phyB pozitiv regulatora Sweere és mtsai, 2001
Aux/TIAA IvB phyA Pr, Pfr N ;(;Z:\fﬁ:tfealzé auxin vezérelt Colén-Carmona és mtsai, 2000
Cryl Y2H, IvB phyA ? N fotoreceptorok kozds hatasa | Ahmad és mtsai, 1998
Cry2 Co-IP, FRET phyB ? N fotoreceptorok kozos hatasa | Mas és mtsai, 2000
ELF3 Y2H, IvB phyB Pr, Pfr N phyB_pozitiv regulétora a |y 5 o piai 2001
cirkadian 6raban
NDPK2 Y2H, IvB phyA Pr<Pfr N, C rpelgﬁmf: PhyB POzt | ey, o ¢ msai, 1999
PIF3 Y2H, IvB (phyA<) phyB Pfr N (phy 59 PR POZIY | i 65 misai, 1999
PIF4 IvB phyB Pfr N phyB negativ regulatora Hugq és Quail, 2002
PKS1 Y2H, IvB phyA, phyB Pr, Pfr C phyB negativ regulatora Fankhauser és mtsai, 1999
phyB és cryl pozitiv
ZTL/ADO Y2H phyB ? N, C regulatora a  cirkadian | Jarillo és mtsai, 2001
oraban

A PIF3 bHLH (basic helix-loop-helix) tipusu transzkripcios faktor, amely a phyB ¢és
phyA Pfr forméjdhoz képes kapcsolodni. Mivel e dolgozat témaja a PIF3 miikodésének
vizsgélata novényi rendszerben, a PIF3-rol Osszegytilt, a munkénk kiindulasaul szolgdlo
adatok kiilon fejezetben keriilnek bemutatasra (2.2 fejezet).

A PIF4 (phytochrome interacting factor 4) fehérje erés homoldgiat mutat a PIF3-hoz.
A PIF4 fehérje a phyB Pfr formajahoz ko6todik, és a vords fényspecifikus hipokotilndvekedés-
gatlas negativ reguldtora. A vizsgalt fitokrom-specifikus fenotipikus jellegek koziil a PIF4
megvaltozott expresszids szintje csak a hipokotilhossz-valtozast érintette, igy feltételezhetd,
hogy a phyB-fiiggd sejtmegnyulds szabalyozasidban van szerepe, valdszinilileg gének
kifejez0désének szabalyozasaval. A phyB-PIF4 kolcsonhatdsanak szerepe ebben a
folyamatban egyelére nem tisztazott (Huq és Quail, 2002).

A fitokrom-specifikus jelatvitelben sériilt mutansok ¢és a fitokromokkal kdlcsonhatasba
1épd partnerek vizsgéalata egyre nagyobb mértékli betekintést enged a fényspecifikus
jelatvitelbe. Az eddig ismert elemeket ¢és azok feltételezett helyét a fényfliggd jelatvitelben a

2.4 abra mutatja be.
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2.1.3.4 A fitokromok sejten beliili lokalizacidja

A fitokrom-specifikus jelatviteli utak vizsgalata mellett a fitokromok sejten beliili
lokalizacigjanak kérdése is 4llandoan foglalkoztatja a tudomdnyos kozvéleményt. A
biokémiai és immunocitokémiai tanulmanyok eredményei azt mutattak, hogy a fitokromok —
foleg a phyA — az etiolalt novények sejtplazméjadban egyenletesen oszlanak el (Pratt, 1994).
Fénykezelés hatdsara a citoplazméban fitokrom-molekuldkat tartalmazo, koriilbeliill 200 nm
hosszlisagu testecskék alakulnak ki, amelyeket SAP-nak (sequestered areas of phytochrome)
neveztek el. Egyes elméletek szerint ezekben a testekben zajlik a phyA lebontasa (Vierstra,
1994). A fitokromok citoplazmatikus aktivitdsanak elméletét tamasztottdk ald a
mikroinjektaldsos kisérleti megkozelitések 1is, hiszen ezek eredményei szerint a
sejtmembranban  elhelyezkedd  heterotrimerikus ~ G-protein, valamint masodlagos
kdzvetitéanyagok (Ca’" és cGMP ) révén torténik meg a fitokrom-specifikus jelatvitel. Az
egyre koherensebbé valo kép ellenére ellentmondas volt tapasztalhaté ezen eredmények,
illetve ak6zott a mind valoszinlibbé valo 1épés kozott, hogy a fitokrém-specifikus jelatvitel
soran bizonyos gének transzkripcidjanak megvaltozdsa sejtmagi folyamatok lejatszodasat
igényli (Nagy ¢és Schéfer, 2000). Ennek az ellentmondasnak a feloldasa — legalabbis részben —
1996-ban tortént meg. Sakamoto és Nagatani, (1996) kimutattdk, hogy a fényen nétt
Arabidopsis novények sejtmagjdban megtalalhatd a phyB. Azt is megfigyelték, hogy a PHYB
C-terminalisa gyenge NLS motivumot tartalmaz és a sejtmagban lokalizalodik. Ezeket a
megfigyeléseket ugyanez a laboratorium tovabbi eredményekkel tdmasztotta ala: a phyB-GFP
molekula funkciondlis fotoreceptorként komplementdlja a phyB mutdns fenotipust és
fényfliggd sejtmagi lokalizaciét mutat (Yamaguchi és mtsai, 1999). Ugyanebben az évben
jelent meg egy masik kozlemény, amelyben bizonyitdsra keriilt, hogy nemcsak a phyB-GFP,
hanem a phyA-GFP is funkcionalis protein és lejatszodik a fényfliggd (Pfr allapotll) sejtmagi
transzlokécioja (Kircher és mtsai, 1999). Megfigyelték azt is, hogy a phyA ¢és phyB
lokalizacios mintazata kiilonboz6. A phyB sejtmagi transzlokacidja vords/tavoli-voros
reverzibilitdst mutat. VOrds fény hatdsdra a phyB-GFP kis fényld testecskéket formal a
sejtmagban, amelyek a mikroszkopban foltoknak latszanak. Sotétben ezek a foltok
felbomlanak, majd a diffuz festédés is lassan eltlinik, bar a sejtmagok egy részében
megmarad. A phyA-GFP molekulak sejtmagi transzlokacioja és foltformalasa a phyB-nél

gyorsabb. Ezek vords fényben rdovid, tavoli-vords fényben viszont hosszu életiinek
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bizonyultak. A sejtmagi transzlokéacié és foltformalds phyB esetében LFR, phyA esetében
pedig VLFR ¢és FR-HIR tipusu valasz, ami szoros Osszefiiggést mutat ezeknek a
fotoreceptoroknak a kiilonb6z6 fényvalaszokban torténd részvételével (1. 2.1 tablazat) (Nagy
¢s Schifer, 2000). Nemrégiben kozolt eredmények szerint mind az 6t Arabidopsis fitokrom
(phyA-E) fényindukalt sejtmagi transzlokaciot és foltképzddést mutat, utdbbit kiilonbozo
kinetika, hullamhossz-, és fényintenzitas-fliggés, valamint diurnalis (napszaktol fliggd)
szabalyozottsag jellemzi. A jelatvitelben sériilt fitokrém-mutinsok a fényfiiggd sejtmagi
transzlokécio ellenére foltformalasra képtelenek. Ebbdl a szerzOk arra kovetkeztettek, hogy a
sejtmagi komplexek fitokrom-specifikus dinamikaja a fotoreceptorok kiilonb6zé funkcioibol
adodik, tovabba hogy a foltok megjelenése aktiv fitokrom-specifikus jelatvitelre utal (Kircher
¢és mtsai, 2002).

A fitokrom-specifikus jelatvitel uj szinterének, a sejtmagnak a bevonésa a kutatasokba
uj tipusu jelatviteli elemek azonositasanak “létjogosultsagat™ hivta életre. Ennek egy 1998-
ban megjelent kozlemény (Ni és mtsai, 1998) adott 0j lendiiletet: bebizonyitottdk, hogy a
fitokromok képesek a PIF3-mal, egy konstitutivan sejtmagi lokalizaltsagu transzkripcios
faktorral kozvetlen kolcsonhatasba Iépni. Valoszintsitették, hogy ezzel a fitokrom — a
jelatviteli utak egy részét jelentésen megroviditve — a fényjelet kozvetleniil a transzkripcios
komplexre juttatja. A kovetkezd fejezet azt foglalja dssze, hogy munkdnk megkezdése el6tt

milyen adatok alltak rendelkezésre a PIF3 transzkripcios faktorrol.

2.2 A PIF3, mint a fényindukalt génexpresszio egyik kozponti eleme

2.2.1 A PIF3 azonositasa és molekularis szerkezete

A PIF3 (phytochrome interacting factor 3) volt az els6 protein, amelyet a fitokrémmal
1étrejovo kolcsonhatasa alapjan azonositottak (Ni €s mtsai, 1998). A fitokrém-B molekula
teljes C-terminalis darabjat — amely tartalmazza a PAR és HKLD régiokat (1. 2.1 abra) —
hasznaltak élesztd két-hibrid rendszerben kdlcsonhatd partnerek keresésére (“csaliként”). Az
igy azonositott fehérje 524 aminosavbol all és harom jol koriilhatarolhato régiot tartalmaz (2.5
abra). A legerésebb hasonlosdgot mar ismert fehérjékkel a bHLH (basic helix-loop-helix)
fehérjemotivum mutatja. Ennek bazikus aminosavakat tartalmazd része a molekula DNS

kotésének a specificitasaért, mig a hélixek a dimerizacidért felelések. A PIF3-mat e motivum
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megléte miatt a bHLH tipust transzkripcids faktorok csalddjaba soroltdk be, amelynek
Arabidopsisban, a legfrissebb szekvenciaelemzések szerint, 162 tagja ismert (Bailey és mtsai,

2003).

1 127 184 340 393 524
NH2 — I — COOH
PAS NLS bHLH

2.5 abra. A PIF3 fehérje vazlatos szerkezete

Részletes magyarazatot lasd a szovegben. A szamok aminosav-poziciokat jeldlnek. PAS: Per/Arnt/Sim domén;

NLS: nuclear localization signal; bHLH: basic helix-loop-helix domén. (Ni és mtsai, 1998).

A bHLH doménnel atfedésben talalhatd egy klasszikus felépitésii, két részbol allo (an.
bipartite) NLS. Ez a nukleéris lokalizacids szignal lehet a felelds a PIF3 sejtmagba torténd
importjaért. A PIF3 sejten beliili lokalizacigjat heterolog rendszerben vizsgaltak: PIF3-GUS
fuzios fehérjéket expresszaltak hagyma epidermiszsejtekben. A fuzids fehérje jelenlétére
utald elszinezddést csak a sejtmagokban kaptak. A kiilonbozo fénykezeléseknek alavetett
mintdkban a PIF3 lokalizacioja nem valtozott, amibdl azt a kdvetkeztetést vontak le, hogy a
fitokrom-specifikus jelatvitel nincs hatassal a PIF3 lokalizéciojara.

A PIF3 harmadik azonositott motivuma a PAS domén, amely viszonylag kis foku

crer

crer

kimutattak (Ni €s mtsai, 1998). Feltételezték, hogy ennek a protein régionak a PIF3 fehérje-

fehérje kapcsolatainak kialakitdsdban van szerepe (lasd: kovetkez6 alfejezet).

2.2.2 A PIF3 kolesdnhatasba 1ép a fitokromokkal és specifikus DNS-motivumhoz kotédik

A PIF3 protein kolcsonhatasat a fitokroémokkal eldszor €lesztd két-hibrid rendszerben

vizsgaltak: a PIF3 kolcsonhatasba 1ép az Arabidopsis PHY A és PHYB, valamint a rizs PHYB

crer

szereptinek gondolt regulator domén (Q-box, Quail és mtsai, 1995) mutécioi a PIF3 és a
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fitokromok kozotti kapcsolat erdsségét kiillonb6zo mértékben csokkentik, vagy teljesen meg is
szlintetik azt (Ni €s mtsai, 1998). A PIF3 molekularis kapcsolatait ezek utan egy egyediilallo
rendszerben vizsgaltak: in vitro szintetizalt PIF3 és fitokrom molekuldkkal végeztek kotési
kisérleteket. A kisérletek sordn kihasznaltdk a fitokrémnak azt a tulajdonsagat, hogy
autokatalitikusan kotni képesek a kromofort, igy a reakcidelegyben lejatszodhat a Pr-Pfr
konformacidvaltozasuk. Mesterséges volta ellenére ennek a rendszernek az az elénye, hogy a
fitokromok teljes hosszisagi formai is felhasznalhatok, amelyek a PIF3-mal egytitt
¢lesztében expresszalva transzaktivalast, vagyis nem specifikus kdlcsonhatast adnak. Az els6
eredmények egyértelmiiek voltak: a PIF3 fehérje kotddik a teljes hosszusagu phyB-hez (Ni és
mtsai, 1999). Azt is igazoltak, hogy ez a molekularis kdlesonhatas sokkal erésebb, ha a phyB
a fotobioldgiailag aktiv, Pfr formaban van jelen. A PIF3 azokkal a phyB molekulékkal,
amelyek reguldtor doménjiikben mutaciét tartalmaznak — az éleszté két-hibrid rendszerbol
szarmaz6 adatokhoz hasonléan — gyengébb kotést létesitett, mint a vad tipusu phyB-vel.
Kimutattak azt is, hogy a PIF3 kotddik a teljes hosszusagu phyA molekuldkhoz is: a Pfr
formahoz erésebben, mint a Pr formahoz. Ennek a kotésnek az erdssége azonban koriilbeliil
tizszer gyengébb, mint a PIF3 és a phyB kozottié (Zhu és mtsai, 2000). Megprobaltak
meghatarozni azt is — a PHYB, illetve a PIF3 kiilonb6z0 hossziisagi darabjait a teljes
hosszlisagu masik molekulaval egy kotési kisérletben tesztelve — hogy a PHYB és a PIF3
mely részei jatszanak dontd szerepet a két molekula kozotti kotés kialakitdsaban. A
kovetkezokben ennek a munkénak az eredményeit tekintem at.

A PIF3 molekula kiilonb6zé mértékben roviditett formainak vizsgalataval
megallapitottak, hogy a molekula N-termindlisanak els6 120 aminosava nem jatszik dontd
szerepet a phyB-vel kialakitott kotésben. Ha azonban a PAS domént mutacioval
megvaltoztatjadk, akkor a kotési erdsség jelentdsen csokken, eltdvolitdsa esetén pedig
megsziinik. Mivel a PAS domén altalaban fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitdsaban vesz
részt, ezért szerepe a PIF3 és phyB kozotti interakcioban nem meglepd. Erdekes azonban,
hogy ha a PIF3 C-terminalisdnak vége ¢és a molekula bHLH doménja kozotti szakaszt
tavolitjak el, a kotés megsziinik, tehat ez a régid is részt vesz annak kialakitasaban (Zhu és
mtsai, 2000). (Napjainkban egy érdekes kozlés latott napvilagot. A szerzok a leglijabb
szekvenciaelemzési adatok alapjan korabbi allitasaikat biraljak feliil és visszavonjak a PIF3-
ban ¢s kozeli homoldgjaban, a PIF4-ben azonositott PAS domén meglétérdl kozolt korabbi

adataikat. Ezzel nem tagadjak ennek a régionak a PIF3 fehérje molekuldris kapcsolataiban
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betoltott szerepének a fontossagat, de PAS doménként emliteni véleményiik szerint a
tovabbiakban idejétmult allaspont (Toledo-Ortiz és mtsai, 2003).)
egyértelmii képet, mint azt a kutatok vartdk, s6t egyazon munkacsoport két kozleménye
kozott zavaro ellentmondasok is fesziilnek (Ni és mtsai, 1999; Zhu és mtsai, 2000). Ezeken
feliilemelkedve, e két munkat alapul véve azonban bizonyos trendeket hatarozhatunk meg. A
PHYB fotoreceptornak sem a konformaciovaltozasért felelés N-terminalis része, sem a PIF3
azonositasaban dontd szerepet jatsz6 C-terminalis szakasza onmagaban nem elegendd ahhoz,
hogy a teljes hossziisagi molekulara jellemzd erdsségii kotés kialakuljon. A kotés
kialakitasaban fontos szerepet jatszik a PHYB molekula N-terminalisdnak elsé 37, ill. C-
terminalisanak utols6 30 aminosava. Ezek eltavolitdsa a kotés erdsségét hozzavetdlegesen a
25%-ara csokkenti, mig tovabbi 53 vagy 30 aminosav eltavolitasa lényegében a kotés
megsziinését eredményezi. Erdekes annak a PHYB molekulénak a viselkedése, amelynek az
elsé 37 N-termindlis aminosava hidnyzik: ez a molekula hozzavetdlegesen olyan erdsséggel
kotédik a PIF3-hoz, mint a teljes hosszusagt PHYA molekula. Ha a PHYA ¢és PHYB
aminosavsorrendjét szekvenciahasonlosag alapjan egymas mellé rendezziik, 1athatd, hogy a
PHYB az N-terminalis szakasza az elején (ATE régi6) éppen ezzel a 37 aminosav hosszusagu
szakasszal hosszabb a PHY A-nal. Lehetséges, hogy a phyB phyA-nal nagyobb affinitdsat a
PIF3-hoz ez a szakasz okozza (Zhu és mtsai, 2000). A szerzok arra is felhivjak a figyelmet,
hogy ennek az eltérd erdsségli kolcsonhatasnak hatdsa lehet a jelatvitelre: a PIF3-nak a
PHYB-specifikus jelatvitelben lehet dontd szerepe, a PHYA-specifikus jelatvitelben a
jelentdsége valosziniileg kisebb. Nem szabad elfelejteni ugyanakkor, hogy a phyA
fotoreceptor mennyisége a nodvényben igen valtozo: kevés fényben sokkal nagyobb
mennyiségben van jelen, mint erds fényben, ekkor tehat a phyA mennyiségének ndvekedése
ellensulyozni tudja a kisebb kotési affinitdsat a PIF3-hoz, biztositva ezzel a hatékony
jelatvitelt. Fény hatdsdra a phyA mennyiségének jelentds része lebomlik, és aranyaiban a
phyB valik a legabundansabb fitokromma, igy a phyB-PIF3 interakcio szerepe kertil eldtérbe.
Megvizsgaltak a PIF3 DNS-kotd tulajdonsagait is. A szamitogépes predikcid szerint
az Arabidopsis bHLH transzkripcios faktorainak megkozelitéleg 80%-a képes DNS-kotésre,
¢s a PIF3 ebbe a csoportba tartozik (Toledo-Ortiz és mtsai, 2003). Elegans in vitro
modszerrel, un. random kotohely szelekcidval bizonyitottak, hogy a PIF3 specifikusan kot a
G-box szekvencidhoz (CACGTGQG), és ebben a kotésben egyediil a PIF3 bHLH motivumanak

van szerepe (Martinez-Garcia és mtsai, 2000). (A késObbi elemzések kimutattak, hogy az
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Arabidopsis DNS kotésére képes bHLH transzkripcids faktorainak dontd tobbsége (~90%) az
un. E-box nevili motivumhoz kapcsolddik. Ennek egy altipusa a G-box, ehhez ko6tédik az E-
box kotd bHLH fehérjek ~90%-a (Toledo-Ortiz €s mtsai, 2003).) A szerzOk megvizsgaltak azt
is, hogy milyen promoterszekvencia-kdrnyezetben ismeri fel a PIF3 a G-box motivumot.
Mivel a G-box sok fényindukalhatdé gén promoterében megtalalhatd, megvizsgaltak ezek
koziil néhanyat. Megallapitottdk, hogy a G-boxot a PIF3 a kdrnyezd szekvenciaelemektdl
fliggetleniil felismeri, mig mas, G-boxot nem tartalmaz6, de fényindukélhatdo génekben
megtaldlhatd promodterekhez nem kotddik (Martinez-Garcia és mitsai, 2000). Ezek utan
kézenfekvd volt megvizsgalni, vajon a G-boxhoz kotott PIF3 képes-e a phyB egyideju
kotésére. A kisérletekben in vitro szintetizalt és kromoforral konjugéalt phyB és PIF3
molekulékat, valamint radioaktivan jelolt G-box motivumot tartalmazd DNS-t hasznaltak. A
G-boxhoz kotott PIF3 kapcsolodott a Pfr formaja phyB-hez, de a bioldgiailag inaktiv Pr
kisérletben, az kotddott a G-boxhoz, de nem kapcsolddott hozza a phyB, tehat a PIF3 bHLH
doménje a szekvenciaspecifikus DNS-kotésért felel, mig a fehérje partnerekkel torténd
interakci6 specificitdsaért a molekula tobbi része a felelds (Martinez-Garcia €s mtsai, 2000).
(A PIF3 ¢s a Pfr formaju phyB molekuldk kozotti interakcid specificitasat és intenzitasat
olyan magas szintiinek talaltdk, hogy élesztd két-hibrid rendszer elemeit ezzel a két fehérjével
Osszekapcsolva fénnyel mitkddtethetd transzkripcios komplexet hoztak 1étre. Vords fénnyel
megvilagitva a rendszert, a PIF3-phyB kapcsolat kialakulasaval létrejon az aktiv
transzkripciés komplex a Gall promoteren. Tavoli-vords fény alkalmazasaval a phyB Pr
formaba kertil, a komplex felbomlik, és a transzkripcio leall (Shimizu-Sato és mtsai, 2002).)
Az a tény, hogy a PIF3 csak a Pfr formaju fitokromokhoz kapcsolddik, és ezzel
egyidejlileg a fényindukahato gének specifikus promoétereleméhez tud kotddni, alapjaiban
valtoztatta meg a fitokrom-specifikus jelatvitelrdl addig kialakult elképzeléseinket. Ezek
szerint a fitokrémrol kiinduld jel nem egy hosszu, sok tagbdl all6 jelatviteli lanc révén jut el a
transzkripciés komplexhez, hanem csak néhany (vagy akéar egyetlen) 1épésben. A PIF3

lehetséges hatdsmechanizmusat a 2.6 abra szemlélteti.
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2.6 abra A PIF3 szerepe a fitokrom-specifikus jelatvitelben

Az ébra vazlatos attekintést ad a PIF3 feltételezett hatdsmechanizmusarol. A fitokromok fény hatasara
bekovetkez6 Pr-Pfr atalakulasa foszforilaltsagi allapotuk megvaltozasaval is jar. Erre utalnak a
foszfatcsoportokat szimbolizalé bekarikazott P betiik. A PKS1 fehérje feltiintetése utal arra, hogy a fitokrom-
specifikus jelatvitelnek vannak a citoplazmaban lejatszodo 1épései is. A Pfr formaju fitokromok sejtmagi
transzlokacidja utan kialakulé — minden bizonnyal kiilonb6z6 6sszetételi — fehérjekomplexeket az eltéré méretii
sziirke foltok jelolik. A PIF3 képes kotddni a fényindukalhatdé gének promoterében taldlhaté G-boxhoz és
egyidejlileg kapcsolodik a phyA és phyB Pfr formajadhoz. Az abra azt is bemutatja, hogy a PIF3 dimerek
formajaban funkcionalis, és nem csak homodimereket, hanem heterodimereket is képes kialakitani hasonld
szerkezetli faktorokkal (PIFX), mint példaul a PIF4, PIL1, HFRI1, ami a komplex funkcionalis sajatsagainak
kialakitasdhoz jarul hozza. Azt, hogy a kialakult fehérjekomplexek milyen mechanizmus révén befolyasoljak a
transzkripciot, nem tudjuk. A hullamvonalak a miikddé transzkripeiot (mRNS) szimbolizaljak. (Kevei és Nagy,
2003; Gyula és mtsai, 2003 utan)
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2.2.3 A PIF3 heterodimerizacioja mas faktorokkal

A DbHLH tipust transzkripcids faktorok DNS-kotd hatasukat dimerként tudjak
kifejteni, dimerizaciojuk a bHLH domén segitségével torténik meg. Ismert tény az is, hogy
kiilonb6z6, a bHLH csalddba tartozo transzkripcios faktorok egymassal heterodimerizalodésra
képesek. A kiilonbozd transzkripcids faktorok kozotti kolcsonhatds a transzkripcids
szabalyozas Ujabb szintjét nyitja meg (Massari és Murre 2000, Ciarapica és mtsai, 2003).
Logikusnak tint a kérdés, vajon a PIF3 képes-e heterodimereket formalni mas bHLH
faktorokkal. Ennek vizsgélatira olyan molekuldkat valasztottak ki, amelyek szerkezetiikben a
PIF3-hoz hasonlitanak és a fény altal szabalyozott jelatvitelben jatszanak szerepet. A HFR1
(long hypocotyl in far-red 1) gént egy PHYA jelatviteli muténs izolalasaval azonositottdk
(Fairchild és mtsai, 2000). Kideriilt, hogy a gén terméke egy bHLH tipust transzkripcios
faktor, amely a tavoli-voros fény altal indukalt hipokotilhossz-rovidiilés pozitiv regulatora.
Aminosavsorrendje nagyon hasonlit a PIF3-éra, ennek ellenére sem a phyA-hoz, sem a phyB-
hez nem kotddik kozvetleniil. Homodimerek 1étrehozasa mellett azonban képes a PIF3-mal
heterodimert létrehozni, €s ezek a heterodimerek in vitro kétddnek a phyA és phyB Pfr
form4jahoz (Fairchild és mtsai, 2000).

Mint az el6z0kben mar emlitettiik, a PIF4 molekula felépitése nagyon hasonlit a PIF3-
¢hoz. Képes kotddni a G-boxhoz és a phyB Pfr formajdhoz, de — legalabbis in vitro
rendszerben — nem egyidejlileg. A kdzelmultban megvizsgaltak, vajon képes-e heterodimert
létrehozni a PIF3-mal. Kideriilt, hogy igen, s6t azt is sikeriilt igazolni, hogy a PIF3-PIF4
heterodimer specifikusan kapcsolodik a G-boxhoz (Toledo-Ortiz és mtsai, 2003).

A TOCI (timing of CAB 1) fehérjét a ndvényi cirkadian 6ra kdzponti elemének
gondoljak (bévebben 1. a 2.2.5 fejezetben). Mivel funkcioja pontosan nem ismert, éleszto két-
hibrid rendszerben keresték interakcids partnereit. Az egyik kdlcsonhato fehérje a PIF3-mal
magas foku szekvenciahasonldésagot mutatdé, bHLH motivumot tartalmazé fehérje volt,
amelyet PIL1-nek (PIF3 like 1) neveztek el (Makino és mtsai, 2002). Munkank soran élesztd
két-hibrid rendszerben vizsgalva a PIF3 és PIL1 kozott igen erds kapcsolatot talaltunk, ez a
két fehérje is képes tehat heterodimerek l1étrehozédsara (az adatok nem keriilnek bemutatasra).
Makino és mtsai (2002) azt is kimutattdk, hogy ¢éleszté két-hibrid rendszerben a TOCI
fehérjével nem csak a PILI, hanem a PIF3 is kozvetleniil koélcsonhatasba 1ép. Itt

természetesen nem heterodimerizaciorol van szo, 1évén a TOC1 nem bHLH tipust faktor
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hanem Un. pszeudo-reszponz regulator (Matsushika és mtsai, 2000). Ennek az érdekes
eredménynek a lehetséges kovetkezményeit a késobbiekben részletezziik (2.2.5 fejezet).

A bHLH tipusu transzkripcios faktorokat aminosav sorrendjiikben megfigyelhetd
hasonlosdguk alapjan egy kutatécsoport 12 kategoéridba rendezte. A PIF3 csoportjaba 15,
egymdashoz nagyon hasonld szerkezetli faktor keriilt (Heim ¢és mitsai, 2003). Az eddigi
kutatasok eredményei azt mutatjak, hogy a PIF3-mal heterodimert 1étrehozo fehérjék ebbdl a
csoportbol keriiltek ki. A tapasztalatok alapjan feltételezhetd, hogy ezek kozott a
transzkripcids faktorok kozott ott vannak a PIF3 tovabbi potencidlis heterodimerizacids
partnerei is. Egyre jobban megismeriink tehat egy intermolekularis kapcsolatokon alapul6
halézatot, amelyben a meglevé elemek “épitékovekként” viselkedve uj tipusi DNS
kotohelyek felismerésére specializalodott transzkripcids faktor heterodimereket hozhatnak
létre. Ezen feliil a heterodimerek kiilonb6zd fehérjepartnerekkel vald eltérd interakcids

képessége a jelatvitelben betoltott szerepiiket sokkal arnyaltabba teheti.

2.2.4 A PIF3 megvaltozott mRNS szintje altal okozott fenotipusok

Az eddig ismertetett eredmények utdn a kovetkezd fejezetben attekintjiik, milyen
valtozasokat okoz a PIF3 megvaltozott mRNS szintje in vivo, transzgénikus Arabidopsis
novényekben. Az eddigi munkdk sordn antiszensz (csokkent PIF3 mRNS szinttel) és
taltermeld (megemelt PIF3 mRNS szinttel, amelyet az N-terminélis 63 aminosavat kodold
régiot nem tartalmazd PIF3 molekuldk okoztak) ndvények hipokotilhossz-valtozasat
vizsgaltadk. A vords fényben nétt PIF3-taltermeld csirandvények a kontrollhoz viszonyitva
rovidebb, az antiszensz csirandvények hosszabb hipokotillal rendelkeztek. Tavoli-voros
fényben nevelve a novényeket, a PIF3-tiltermeldk hipokotilhossza nem mutatott kiilonbséget
a vad tipusuakhoz képest, az antiszenszek azonban — féleg alacsonyabb fényintenzitason —
csokkent érzékenységet (hosszabb hipokotil) mutattak. Ezek az adatok, kiegészitve azzal a
ténnyel, hogy a sotétben nétt megvaltozott PIF3 mRNS szintli csirandvények hipokotilhossza
nem kiilonbozik a kontroll novényektdl, azt jelentik, hogy a PIF3 szerepet jatszik a
fotomorfogenezisben. A csirandvények hipokotilhosszdnak a kontrollhoz viszonyitott
kiilonbsége vords fényben (mivel ekkor a phyB a dominans fotoreceptor) a phyB-specifikus;
tavoli voros fényben (mivel ennek a hulldmhossznak az érzékelésért a phyA felelds) a phyA-
specifikus valasz PIF3 altali érintettségét mutatja. A PIF3 ezeknek a valaszoknak a pozitiv

hatast kozvetitd faktora (Ni és mtsai, 1998). Ugyanez a kutatdcsoport egy masik
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megkozelitést alkalmazva is ugyanerre kovetkeztetésre jutott. Egy mutdnsgyiijteménybdl
izolaltdk a pocl (photocurrent 1) nevii mutans ndvényt, amelynek hipokotilhossza voros
fényben nétt novények esetében a kontrollhoz képest rovidebbnek bizonyult, mig tavol-vords
fényben vagy sotétben nem tapasztaltak kiilonbséget. A mutacié tehat fokozta a ndvények
vords fényspecifikus érzékenységét. Megallapitottdk, hogy a fenotipust egy a PIF3
promoterében 1évé T-DNS inszercié okozza, amely a vords fényben nétt pocl névényekben a
PIF3 mRNS szintjét a vad tipusiban mérhetd szint folé emeli, igy a névény PIF3-
tultermeldként viselkedik.(Halliday és mtsai, 1999).

Vizsgaltak a csokkentett PIF3 szint fényindukalt génexpressziora gyakorolt hatasat is.
A fény altal szabélyozott kifejezddésti CAB és CHS mRNS szintli indukcidja vords fénnyel
megvilagitott etiolalt PIF3 antiszensz novényekben jelentdsen csokkent. A PHYA mRNS
mennyisége fény hatasara csokkent, ennek mértéke is alacsonyabb lett a PIF3 antiszensz
novényekben a kontrollhoz viszonyitva. Ez a tendencia minden esetben tavoli-vords fényben
is hasonl6é volt, bar joval kisebb mértékben (Ni és mtsai, 1999). Ezek az adatok is a PIF3
pozitiv  fotomorfogenikus szerepét tadmasztjak ald. PIF3 antiszensz ndvényekben
megvizsgaltak azoknak a géneknek az expresszidjat, amelyek promoteréhez a PIF3 in vitro
koriilmények kozott kapcsolodik. Etiolalt novényekben csokkent PIF3 szint esetében a CCA 1
(circadian clock associated 1) és az LHY (late-elongated hypocotyl) gének vords fény hatasara
bekovetkezd akut indukcidja a vad tipushoz képest csokkent mértékli, mig SPA/ (suppressor
of phytochrome A 1) esetében nem figyelhetdé meg jelentds valtozas. Valdszinii tehat, hogy az
adott promoterben megtalalhatdo PIF3-kotohely (G-box: CACGTG) jelenléte még nem jelenti
egyuttal az adott gén expressziojanak PIF3 altali szabalyozasat is. Vannak gének, amelyek
expressziojanak szabalyozadsa a G-boxot tartalmazd promoteriikon keresztiil a PIF3
segitségével torténik, mig masok rendelkeznek ugyan ilyen G-boxszal de a PIF3, bar kotddik
a G-boxhoz, az expresszio szabalyozasaban nem vesz részt (Martinez-Garcia €s mtsai, 2000).

Az eddigi kisérletek eredményeit tdmasztotta ald a mindmaig egyetlen nem
csiranfvényeken végzett fenotipusvizsgalat. A csokkent PIF3 mRNS szintli antiszensz
névények — a phyB mutdnsokhoz hasonléan — kordbban virdgoztak, mint a vad tipusu
novények. Ez arra utal, hogy a PIF3-nak a ndvény felndtt kordban is megmarad a szerepe €s

tovabbra is a jelatviteli lanc pozitiv hatasu elemeként miikddik (Ni és mtsai, 1998).



2. Irodalmi attekintés 38

2.2.5 A PIF3 feltételezett szerepe

2.2.5.1 A PIF3 szerepe a fitokrom-specifikus jelatvitelben

Az eddig megjelent kozlemények szerint a PIF3 szerepének fontossdga abban 4ll,
hogy a fitokrom-specifikus jelatviteli utat a korabban feltételezetthez képes jelentdsen
“lerdviditi” és a fitokromok aktiv, Pfr forméaban torténd sejtmagba jutasanak valoszinii
jelentdségére is ravilagit. Amint azt az el6zOkben vazoltuk, a fitokromok Pfr formaban
teljesen tisztazott. A problémara a PIF3 izolalasa és vizsgalata nyujtott — korantsem teljes
korlh — megoldasi lehetdséget. A PIF3 egyidejii kapcsolodéasa a fitokrémok fotobioldgiailag
aktiv formdjahoz és a fényindukalhaté gének promoéterében talalhaté G-boxhoz felveti annak
lehetdségét, hogy a PIF3 kozremiikodésével a fényjel kozvetleniil a fotoreceptor molekula
segitségével jut a transzkripcids komplexre vagy annak kozvetlen fizikai kozelségébe. A
fitokrémok jelentds része a jelatviteli lanc miikodésekor jol koriilhatarolhatd sejtmagi
molekulakomplexekben talalhatd. Ez a tény pedig felveti annak lehetdségét (annak ellenére is,
lattak napvildgot), hogy ezek a komplexek az aktiv fényindukalt transzkripciod szinterei.
Figyelembe véve ezt a feltételezést, a megvaltoztatott P/F3 mRNS szintli ndvényekben
megfigyelheté fenotipikus hatdsokat, a PIF3 DNS kotéhelyének széles elterjedtségét,
valamint a PIF3 heterodimerizal6dasi hajland6sagat, valdsziniisithetd, hogy ezek a komplexek
valtozatos Osszetételiiek és szerteagazd funkciojuak. Tepperman és mtsai (2001) nagyszamu
gén expresszids mintazatat vizsgalva jutottak arra a kovetkeztetésre, hogy a fitokrémok
vezérelte transzkripcios haldzat két 1épcs6bol all. Az elsé 1épcsObe azok a transzkripcios
faktorok tartoznak, amelyek fény érzékelésekor azonnal rendelkezésre allnak. Ezek vezérlik a
masodik 1épcsébe tartozd transzkripcids faktorok expressziojat, amelyek meghatarozott
specifikus cél-gének szabdlyozasat latjak el, és ezek milkddésének eredménye a ndvény
fényindukalt valaszreakcidja. A PIF3 az els6 1épcsében kap helyet és olyan, masodik 1épcsébe
tartozo6 transzkripcios faktorok kifejezddését vezérli, amelyek promoétere G-boxot tartalmaz,
mint példaul a CCAI és az LHY.

Az eddigi eredmények alapjdn nyilvanvalé, hogy a PIF3 részt vesz a
fotomorfogenikus fenotipus kialakitdsaban, nem esett sz6 azonban arrol a feltételezésrol,

hogy a PIF3 molekularis kapcsolatai révén hogyan szabdlyozhatja a ndvényi cirkadidn ora
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mukodését. Ennek részletezése elott vazolom a ndvényi cirkadidn o6ra miikddésérdl a

munkank megkezdésekor kialakult képet.

2.2.5.2 A PIF3 feltételezett szerepe a novényi cirkadian ora szabalyozdsdaban

A Foldon a nappalok és ¢jszakdk valtakozdsanak 24 o6ras ritmusa az ¢él6lények
tobbsége szamdra alapvetd fontossagii kornyezeti tényezd. Az ehhez vald alkalmazkodas
hivott életre egy mechanizmust, egy olyan molekularis 6rat (cirkadian 6ra), amelynek révén
az ¢l6lények kovetni tudjak a kornyezetiikben napi ritmussal valtozo6 koriilményeket.

A cirkadian ora vazlatos felépitését a 2.7 dbra mutatja be. A kdzponti oszcillator az ora
“lelke”. Valoszintileg tobbfehérje komponens (kozponti 6raelem) alkotja, amelyek egymas
miikodésére nézve pozitiv illetve negativ faktorként, visszacsatolas utjan kolcsondsen
szabalyozzak egymas fehérjeszintjét. Ez a mechanizmus képes arra, hogy autondém és
endogén modon, hozzavetdlegesen 24 oras ritmust alakitson ki és tartson fenn, amely akkor is
fennmarad, ha az ¢161ény a ritmikusan valtozé kornyezetbdl allandd koriilmények kozé kertil
(azaz a valtakozd kiils6 hatasok megsziinnek). Ez a cirkadidn ritmusok jellegzetes
tulajdonsdga (Somers, 1999). A “szabadon futd” ritmus vizsgalata a kdzponti oszcillator
mikodésérdl ad felvilagositast, ezért az éldlények valtozatlan korilmények (allando fény, ill.
sOtét; egyenletes homérséklet) kozotti vizsgalatdt gyakran alkalmazzdk a laboratoriumi

munkaban.

Input Kozpﬁ?ttl Output
oszcillator
- JAVAVA
N
——
1 - / \ /\/\/\

homérséklet

2.7 abra A cirkadian o6ra vazlatos felépitése

A részletes magyarazatot lasd a szovegben (Somers, 1999 utan).



2. Irodalmi dttekintés 40

Az oszcillatortol kiinduld jelatvitel vezet el a cirkadian ora output (kimeneti)
oldalahoz, amely minden cirkadidn szabalyozas alatt all6 folyamatot magaba foglal. Ide értjiik
(I) bizonyos gének ritmikus kifejezOdését: a gén-chip vizsgalatok szerint az Arabidopsis
génjeinek 2-6%-a cirkadidn kifejez6dést mutat (Harmer és mtsai, 2000; Schaffer és mtsai,
2001); (II) biokémiai folyamatok lejatszodasanak ritmusat: példaul antocianin termelddése
(Thain ¢és mtsai, 2002), (II) a noévény fiziologias folyamataiban: példaul levélmozgas,
sztomanyitas (Somers, 1999), és (IV) fejlodésében: példaul viragzasindukcié (Mouradov és
mtsai, 2002) megjelend napi ritmusokat. A jelatviteli lanc végén elhelyezkedd elemek
muikodése nem hat vissza a kozponti oszcillatorra, igy a cirkadian ora kutatasaban
leggyakrabban hasznalt riportergének is ezek koziil keriilnek ki: a legszélesebb korben
hasznaltak a CAB (Millar és mtsai, 1992a) és a CCR2 (cold, circadian regulated 2) (Carpenter
¢és mtsai, 1994).

A cirkadian ora élland6 kapcsolatot tart fenn a kiilsd kornyezettel és az abbol érkezd
jelek segitségével a kdzponti oszcillator altal generalt ritmus beallithatd. A kiilsé kdrnyezettel
torténd szinkronizalhat6sag (entrainment) a cirkadian ritmusok fontos jellemzdje (Somers,
1999). Az oszcillator a kornyezet jeleit az input (bemeneti) oldalrol kapja: a legfontosabb
szabalyozok a fény és homérséklet. A fényjelet a kriptokromok és a fitokromok kozvetitik
(Somers és mtsai, 1998), a hdmérséklet érzékelésének modja még nem ismert.

Az ecetmuslica cirkadidn 6rdjanak input és kozponti oszcillator része meglehetdsen jol
ismert (Williams és Shegal, 2001), ehhez képest a ndvényi orakrol 6sszegyljtott ismeretek
nagyon hianyosak. Az utobbi évek kutatdsai jelentds 1épéseket tettek a kdzponti oszcillator
komponenseinek azonositdsa érdekében. Jelenleg legalabb egy, gének miikddésére hatd
visszacsatolasi hurok létezése ismert. A 2.2.3 fejezetben mar emlitett TOC1 fehérjét a
cirkadian ora 0sszes kimenetét befolyasold elemként azonositottak (Strayer és mtsai, 2000). A
kozponti oszcillatorban a negativ faktorok szerepét a mar emlitett MYB domént tartalmazé
CCA1 ¢és LHY transzkripcios faktorok képesek ellatni. Mutans alléljeik az output folyamatok
ritmusdnak rovidilését, taltermelésiik pedig aritmiat okoz. Mindemellett fényfliggd fenotipus
is megfigyelheté mutaciojuk vagy taltermelésiik esetén, ami kettds szerepiikre utal (Schaffer
és mtsai, 1998; Wang és Tobin 1998; Alabadi és mtsai, 2001). Ugy talaltak, hogy a TOCI és
CCAI/LHY mRNS-ek mennyisége ritmikusan valtozik, mégpedig ellenkez6 fazisban, a 7TOC!
a fényszakasz végén (este), a CCAI/LHY pedig a fényszakasz kezdetén (hajnal) mutat
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maximumot. Kideriilt, hogy a TOCI pozitiv szabalyozoja a CCAI és LHY transzkripcidjanak.
A TOCI promoter tartalmaz egy esti elemnek (evening element) elnevezett motivumot, amely
olyan gének promoterében talalhatd meg, melyek transzkripcidja az esti orakban ér el
maximumot. Az is kideriilt, hogy ehhez az elemhez kotddnek a CCA1 ¢és LHY fehérjék,
ezaltal negativ hatast fejve ki a TOCI transzkripcidjara (Alabadi és mtsai, 2001). Ezek
ismeretében egy pozitiv és negativ elemeket tartalmazé szabalyozo kor allithaté Ossze:
hajnalban a CCAI/LHY gének expresszioja eléri maximumat, ezek a fehérjék a TOCI
promoéteréhez kapcesolodva represszaljak annak kifejezodését, ezzel alacsony TOCI szintet
idéznek eld. Mivel igy a TOC1 serkentd hatdsa nem érvényesiilhet, a CCAI/LHY gének
transzkripcidjanak mértéke csokken, este érve el a minimumot. Ezzel parhuzamosan szabadul
fel a CCAI/LHY fehérjék okozta gatlas alol a TOCI prométer, a TOCI mRNS szintje néni
kezd, estére eléri maximumat, serkenti a CCAI és LHY gének expressziojat és a ciklikus
szabalyozas kezdddik elolrél. A kép korantsem teljes: a TOC1 nem képes DNS kotésre,
hianya pedig nem okozza a CCAI/LHY transzkripcié aritmiajat. Mivel az e faktorok
hidnyakor vagy taltermelésekor kialakuld ritmus nem magyardz meg minden felvetddo
kérdést, igy mas faktorok kozremitkddése is valdszintisithetd (Fankhauser és Staiger 2002).
Az eddigi adatok alapjan a 2.8 dbran lathaté modellt allithatjuk 6ssze. Fény hatdsara a
phyB Pfr forméba keriil és belép a sejtmagba, ahol a PIF3-mal 0sszekapcsolodva (esetleg mas
faktorokkal kiegésziilve) a komplex a CCAIl és LHY gének promoéterében levé G-boxhoz
kapcsolodik. Ez a mozzanat a CCAI és LHY expressziojanak gyors emelkedését okozza. Ha
az ¢lesztd két-hibrid rendszerbdl szarmazo adatok (Makino és mtsai, 2002) in vivo is
relevansak, akkor a TOC1 és PIF3 fehérjék 6sszekapcsolddasa (illetve a TOCI1 kapcsolodasa
a PIF3/PIL1 heterodimerhez) allhat a TOC1 fény-inputban betdlttt szerepének hatterében.
Ezt a feltételezést valdszinlisiti az a megfigyelés, hogy a foc/ mutdns novényekben a
CCAI/LHY gének voros fény altali indukalhatosaga jelentésen csokken (Més és mtsai, 2003).
Ezek az adatok valdszintivé teszik, hogy a phyB/PIF3/TOC]1 nuklearis komplex a fény-input

¢és a kozponti oszcillator kozotti kapesolat kulcsfontossagu szerepldje.
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mRNS
ANAANAAN

I

CEL-GEN pro

TOC1

2.8 abra A PIF3 lehetséges szerepe az cirkadian ora fény-inputjaban

Az abra a PIF3 feltételezett szerepét mutatja be a fényjelnek a cirkadian ora kdzponti oszcillatorahoz
juttatasaban. A phyB/PIF3/TOCI1 komplex lehetséges 1étrejotte és funkcidja mellett a TOCI-CCAI1/LHY alapt
szabalyozo6 kor lehetséges felépitése is bemutatasra keriil. A kérddjelek ndvényi rendszerben nem bizonyitott
1épéseket szimbolizalnak: a PIF3-PIL1 és PIF3-TOCI1 ill. PIL1-TOC1 koélesonhatas csak élesztd két-hibrid
rendszerben bizonyitott. Bévebb magyarazatot lasd a szovegben. A transzkripcid lejatszodasat hullamvonal, a
feltételezett gatlo hatast a merdleges vonalkaval lezart végli vonal jeloli. pro: promoter; EE: esti elem. (Kevei és

Nagy, 2003 utan)
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3. CELKITUZESEK

Munkénk megkezdéséig a PIF3-rol kozolt adatok dontd tobbségéhez in vitro kisérletek
révén jutottak hozza. A laboratériumunkban folyé kutatomunka egyik f6 jellemzdje, hogy
eredményeink jelentds részét transzgénikus novények vizsgéalata révén érjiik el. Eppen ezért
volt szamunkra érdekes a PIF3 in vivo vizsgalata: transzgénikus ndvények alkalmazéséaval
szerettilk volna ellendrizni az eddigi eredmények helyességét. A PIF3 sejten beliili
elhelyezkedésének vizsgalata szintén Kkitiintetett jelentdsséggel birt szdmunkra, hiszen
csoportunk eddigi eredményei nagyban hozzajarultak a fitokromok sejten beliili
lokalizacigjanak feltarasahoz. Reméltiik, hogy egy fitokrommal kolcsonhatd faktorral
elvégzendo kisérleteink ujabb érdekes Osszefliggésekre vilagitanak ra.

Fotobiologiai kutatasaink mellett a ndvényi cirkadian o6ra vizsgalata is hozzatartozik
laboratoriumunk profiljadhoz. A PIF3-mat az is érdekessé tette szdmunkra, hogy a munkank
megkezdésekor érvényes modell szerint fontos szerepet jatszhat a cirkadian ora fény altali
szabalyozasaban. Mivel ez a modell jorészt elméleti alapokra épiilt, vizsgélataink sordn ennek

ellendrzése is terveink kozt szerepelt.

Munkank kezdetekor az alabbi fobb célokat tliztiik magunk elé:

1. A teljes hosszusagu PIF3 fehérje és a PIF3-GFP fuzioés fehérje kifejeztetése transzgénikus
novényekben, és a fuzios fehérje bioldgiai aktvitdsanak igazolasa.

2. Fenotipusvizsgalatok megvaltozott PIF3 szintii ndvényekkel.

3. A PIF3-GFP molekuldk kiilonb6zd fénykezelések hatasara bekovetkezd sejten beliili
lokalizaciojanak vizsgalata.

4. A PIF3 ¢s fitokrom molekuldk ko-lokalizacidjanak igazolasa ndvényi rendszerben (in
planta).

5. A PIF3 szerepének vizsgalata a cirkadian ora fény-inputjaban.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

4.1 Kisérleti anyagok és organizmusok

4.1.1. Vegyszerek és forgalmazdk

A kisérletek soran hasznalt vegyszereket az alabbi gyartoktol ill. szallitoktol szereztiik be:

Amersham-Pharmacia AB (HVD Kereskedelmi és Szolgaltato Kft., Budapest)

Merck (Merck Kft., Budapest),

Reanal/Molar Kft. (Budapest),

Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Kft., Budapest)

Izinta Kft. (Budapest) radioaktiv izotoppal jeldlt nukleotidok

Biosynth AG (Staad, Svijc) luciferin

MBI/Fermentas (Biocenter Kft., Szeged) restrikciés endonukledzok, DNS mddositd
enzimek ¢és puffereik; dATP, dGTP, dCTP, dTTP
nukleotidok

4.1.2. Tapoldatok és taptalajok, antibiotikumok, szelekcid

LB (Luria-Bertani Medium) (pH=7.0)
1% (W/v) tripton

0.5% (w/v)  ¢éleszto kivonat

1% (W/v) NacCl

taptalajhoz: 1.5% (w/v) agar

YEB (pH=7.0)

0.5% (w/v)  beef extract

0.1% (w/v)  éleszto kivonat

0.5% (w/v)  pepton

0.5% (w/v)  szahar6z

2 mM MgCl, (sterilre szlirve, autoklavozas utan hozzaadva)

taptalajhoz: 1.5% (w/v) agar
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MS (Murashige-Skoog Medium) (pH=5.6)
4.3 g/l MS (Murashige-Skoog sokeverék, Sigma)
3% (W/v) szahar6z

1% (W/v) agar

AM (Arabidopsis Medium) (pH=5.6)
2.16 g/l MS (Murashige-Skoog sdkeverék, Sigma)
1% (W/v) szahar6z

0.2% (w/v)  phytagel (Sigma)

Munkank soran az alabbi antibiotikumokat hasznaltuk, melyeket sterilre sziirten,
autoklavozas (121 °C, 25 perc) és 60 °C-ra hiités utan kevertlink a tapoldatba, ill. taptalajba.
Az antibiotikumok felsoroldsdt az alkalmazott végkoncentracioval egyiitt a kisérleti

organizmus szerint csoportositottuk:

Escherichia coli:

Ampicillin (Amp) 100 pg/ml
Streptomicin (Sm) 100 pg/ml
Tetraciklin (Tet) 100 pg/ml
Agrobacterium tumefaciens:

Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml
Rifampicin (Rif) 25 pg/ml
Arabidopsis thaliana:

Higromicin (Hyg) 15 pg/ml
Kanamicin (Km) 25 pg/ml
Klaforan (Cf)* 200 pg/ml
BASTA** 20000x

* Klaforant nem szelekcids célra hasznaltuk AM és MS taptalajokban, hanem azért, hogy
csokkentsiik a bakterialis eredetii fertézodés esélyét.

** A BASTA nem antibiotikum természetli anyag, hanem glufozinat-ammonium tartalmua
herbicid. Az AgrEvo (Bad Soden, Németorszag) cég altal forgalmazott oldatot sterilre sziirve

a fenti higitasban hasznaltuk szelekcio céljara AM és MS téptalajban.
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4.1.3 Plazmidok és cDNS klonok

A szubklonozasi 1épéseket pBluescriptll KS/SK plazmid vektort (Stratagene, La Jolla,
CA) hasznalva hajtottuk végre. A plazmid vektor mérete 2964 bp, ampicillin rezisztenciat
hordoz ¢és alkalmas kék/fehér szinszelekcidra, amennyiben a taptalajt 25-25 pg/ml IPTG és X-
GAL vegyiiletekkel egészitjiik ki.

Az Arabidopsis transzformalasara hasznalt pPCV812 (plant cloning vector) bindris
plazmidot (Koncz és mtsai, 1994) Koncz Csaba csoportjatdl kaptuk (Max-Planck Institut,
Ko6lIn, Németorszag). Ennek 4atalakitasaval jutottunk a LUC-NOS3’ pPCV vektorhoz. Ez a 9.5
kb méretli, Agrobacterium Ti-plazmid alapu vektor tartalmazza a jobb- és baloldali
integracios hatarszekvenciakat (LB, ill. RB), ezek kozé épitve a bakterialis replikacios origot
(ORIcor1) és az ampicillin/karbenicillin rezisztenciat okozo P-laktamaz kazettat (Ap"),
valamint a novényi szelekciot lehetdvé tevd higromicin rezisztenciaért felelds higromicin-
foszfotranszferaz (hpt) fehérjét konstitutivan kifejezd kazettat is. A plazmid tartalmaz még
egy, a molekularis klonozast megkonnyité, egyedi DNS endonukledz hasitohelyeket
tartalmazo polilinker régiot, melyt6l 3’ iranyban épitettiik be a luciferaz fehérjét kodoldo DNS
szakaszt (LUC). Ezt a nopalin szintdz gén 3’ poliadenilacios szignalja (NOS3’ ill. Tys)
koveti, mely az expresszalt mRNS megfeleld processzalasat iranyitja ndvényben. Az igy
1étrejott vektorkonstrukcid vézlata a 4.1/A abran lathat6. Rendelkeztiink a pPCV812 alapu
pPCVBO000 binaris plazmid vektorral is, mely a Apt gén helyett a glufozinat rezisztenciaért
felelds BAR gént hordozza (4.1/B abra). A kiméra gének novényi kifejezédését — a jelzett
esetek kivételével — a karfiolmozaik-virus 35S RNS génje promoterének duplikalt enhanszer
régidval rendelkez6 valtozata ((35S),x) biztositotta.

A teljes hosszusagt PHYA-E, PIF3 c¢DNS-eket Eberhard Schéfer csoportjatol
(Universitdt Freiburg, Freiburg, Németorszag), az mGFP4 cDNS-t Jim Haseloff csoportjatol
(University of Cambridge, Cambridge, Nagy-Britannia) kaptuk. A sarga ill. kék fluoreszcens
fehérjék cDNS klonjait (YFP és CFP) a Clontech cégtdl (Palo Alto, CA); a luciferaz (LUC)
c¢DNS klonjat a Promega cégtél (Madison, WI) vésaroltuk.
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A. EcoRI*
HindIIl*
Xbal
Bglll*
Pstl
Sall*
Xbal
BamHI*
Smal*
Stul*

4.1 abra A LUC-NOS3’ pPCV és a pPCVB000 novényi klonozé vektorok vazlatos

szerkezete

A részletes magyarazatot 1. a szovegben. A csillagok az egyedi restrikcids enzim hasitohelyeket jelolik.

4.1.4. Baktériumok

Molekularis klénozas soran az Escherichia coli XL-1 Blue torzsét (Tet") hasznaltuk
(Stratagene, La Jolla, CA). Az elkésziilt binaris plazmid vektort S17-1 E. coli torzsbe
transzformaltuk, mely képes a konjugiciora a ndvényi transzformacié soran hasznalt
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pPM90RK) (Rif%) torzsével (Az utobbi két torzs Koncz

Csaba laboratoriumabol szarmazik (Max-Planck Institut, Koln, Németorszag).

4.1.5 Novények

Transzgénikus novények eldallitasahoz az Arabidopsis thaliana Wassilewskaja (Ws),
Okotipusat hasznaltuk, amelyben a PHYD gén nem funkcionalis (Aukerman ¢s mtsai, 1997).
A pif3 mutans novény Columbia (Col) Okotipusu, és a GABI-Kat mutansgyijteménybdl
(http://www.mpiz-koeln.mpg.de/GABI-Kat/) szarmazik. Az ezzel a mutanssal kapcsolatos
kisérletekben kontrollként Columbia ndvényeket hasznaltunk. A munkdnkban hasznalt t6bbi

mutans vonal 6sszefoglal6 adatait a 4.1 tablazat tartalmazza.
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4.1 tablazat A munkank soran hasznalt, korabban mar jellemzett mutans vonalak

adatainak osszefoglalasa.

név okotipus referencia
phyA-201 Ler Nagatani és mtsai, 1993
phyA-211 Col Reed és mtsai, 1994
phyB-5 Ler Reed és mtsai, 1993
phyB-9 Col Reed és mtsai, 1993
phyA-201/phyB-5 Ler Reed és mtsai, 1994
phyA-201/phyD-1 Ler/Ws Eberhard Schéfer laboratoriuma
phyA-201/phyB-5/phyD-1 Ler/Ws Devlin és mtsai, 1999
copl-4 Col McNellis és mtsai, 1994
eid6 Ler Dieterle és mtsai, 2003
pocl Ws Halliday és mtsai, 1999

4.2 Molekularis biolégiai médszerek

4.2.1. Plazmidvektor-konstrukcidk készitése

A plazmidvektor-konstrukciok készitése és a plazmid DNS E. coli sejtekbdl torténd
tisztitdsakor Sambrook és mtsai (1989) modszerét kovettiik.A génkonstrukciok készitése
soran alkalmazott sszes 1épés €s szubklonozas folyamatanak részletes leirdsa meghaladnd a
dolgozatban erre rendelkezésre allo helyet, ezért csak a fobb 1épések és a végeredmény
keriilnek bemutatasra.
pPCVB000 alapu klonozas

Els6 1épésként a 4.1/B abran lathatdé pPCVBO000 vektorba a HindIll és BamHI helyek
kozé (35S),x €s NOS3’ fragmentumokat épitettiink, €s néhany egyedi restrikcids hasitohelyet
alakitottunk ki kozottik. Ezeket hasznalva épitettik be a vektorba a GFP ill. YFP
fluoreszcens fehérjék kodolo régioit, majd a leolvasasi keret figyelembe vételével, tolikk 5°
iranyba, a fitokrom ill. PIF3 fehérjéket kodolé cDNS szakaszokat. A két “kiméra” ORF-et
tartalmazd vektor konstrukcidk készitéséhez a  (35S),:PIF3-CFP-NOS3’ kazettat
pBluescriptll vektorban épitettiikk 6ssze, ahonnan Notl és Kpnl fragmentumként, a végeit T4
DNS polimerazzal (MBI/Fermentas) tompa végiivé téve a vektor — szintén tompa végiire

alakitott — Clal helyére illesztettiik.
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A. PHYA-YFP PIF3-CFP

HindIIl B¢<mHH Smal Sacl Clal,/Notl, Bg[II\/BamHI Xhol SaiKan/Clth,
(35S),, AtPHYA YFPT,, BAR (35S), PIF3 CFP T,
PHYB-YFP PIF3-CFP
HindIIl Xbal Stul/Smal ~ Sacl Clal,/Nofl, Bng{BamHI X}‘mI Sacl  Kpnl,/Clal,
(35S),, AtPHYB YFPT,, BAR (35S), PIF3 CFP T,
PHYC-YFP PIF3-CFP
HindIIl Smal Ehel/Smal  Sacl Clal,/Nofl,, BglIU\BamHI Xhol Sacl Kpnl,/Clal,
(35S)., APHYC YFPT,, BAR (35S), PIF3 CFPT,
PHYD-YFP PIF3-CFP
HindIIl Sriml Ehel/Smal ~ Sacl Clal,/Notl,, Bglll/BamHI X?{ol Sacl  Kpnl,/Cldl,
(35S),, AtPHYD YFPT,, BAR (35S), PIF3 CFP T,
PHYE-YFP PIF3-CFP
HindIIl Sn\wl Ehel/Smal ~ Sacl Clal,/Notl,, BglII\/BamHI Xhol  Sacl Kpnl,/Clal,,
(359),, AtPHYE YFPT, BAR (35S), PIF3 CFPT,
(35S),,:PIF3-GFP
Hindlll BamHI Xhol  Sacl B. PIF3:LUC
HindIIl BamHI Sacl
(35S), PIF3 GFPT, i
PIF3 promoter LUC T,

Roviditések jegyzékét.

(358),,:PIF3-LUC

HindIIl Ba\mHI

Sma

1

Sacl

(358),, PIF3

LUC

T

nos

4.2 abra A dolgozatban hasznalt kiméra konstrukciok vazlatos szerkezete

49

Az A abrarész a pPCVBO000, a B abrarész a LUC-NOS3’ pPCV ndvényi klonozo vektor alapt konstrukciok (1.
4.1 abra) vazlatos szerkezetét mutatja be. Az egyes konstrukciok neveit aldhuzassal jeloltik. A kiilonb6zo
eredetli DNS darabokat kiilonb6z6 sziirke arnyalatd téglalapok jelzik. A konstrukciok felépitéséhez hasznalt
restrikcios endonukledz hasitohelyeket a téglalapok felett tiintettiik fel. bl: tompa végiivé alakitott hasitohely;
AtPHY A-E: Arabidopsis fitokrom A-E teljes hossziisagii cDNS-ek; a tovabbi roviditések magyarazatahoz lasd a
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pPCV alapu klonozas

A LUC-NOS3’ pPCV vektor (4.1/A abra) poliklonozo helyén talalhatdo HindIIl és
BamHI helyekre illesztettiik a PIF3 gén 2391 bp hossziisag promoterszakaszat. Ugyanebbe a
kiindulasi plazmid vektorba épitettiik a (35S),x:PIF3 kazettat HindIll-Smal fragmentként.

Minden elkésziilt konstrukciot szekvenalassal ellendriztink.

A dolgozatban hasznalt kiméra konstrukcidk vazlatat a 4.2 abra mutatja be.

4.2.2. Agrobacterium konjugacid

Az elkésziilt binaris plazmid vektort E. coli S17-1 térzsbe transzformaltuk, majd 2 ml-
es, ampicillinnel kiegészitett LB folyadékkultaraban 16 6ran at novesztettiik. Agrobacterium
tumefaciens GV3101 torzsébdl YEB tapoldatban, 24 ora alatt szintén friss folyadékkultirat
neveltiink. A két baktériumszuszpenziobdl 1-1 ml-t &sszekevertiink és YEB taplemezen
egyiitt novesztettlink. 24 oOra utdn a novekedésnek indult baktériumtenyészetbdl kis
mennyiséget rifampicin és karbenicillin tartalmi YEB lemezre szélesztettiink, majd a
felndvekvo rezisztens Agrobacterum-telepeket legalabb 3 alkalommal passzéltuk. Az E. coli-
tol ilyen modon megtisztitott Agrobacteriumot hasznaltuk Arabidopsis viradg-infiltracids

transzformalasra (lasd: 4.3.2 alfejezet).

4.2.3 Novényi 0ssz-RNS tisztitas

1 gramm ndvényi anyagot folyékony nitrogénben lefagyasztottunk és dorzsmozsarban
homogenizaltunk, iiveg centrifugacsébe helyeztiikk, majd 5 ml extrakciés puffert [SO mM
TRIS-HCI pH=8.0, 300 mM NaCl, 5 mM EDTA, 2% SDS, 0.1% (v/v) B-merkapto-etanol, 2
mM ATA (aurin-trikarboxilsav)] mértiink ra. 37 °C -on inkubaltuk 30 percig, majd 1 ml 2 M
KCI oldat hozzaadasa és Osszerazas utan jégen tartottuk 30 percig. 10 perc centrifugalas utan
(15000 g, 4 °C) a feliiluszot tiszta centrifugacs6be mértikk at és 2.5 ml 8 M LiCl oldat
hozzaadasa utdn 4 °C -on 12-16 ora alatt csaptuk ki az RNS-t, amit ismételt cetrifugéalassal
gytjtottiink ossze (15000 g, 20 perc, 4 °C). A csapadékot 400 pl steril desztillalt vizben
oldotuk fel és 1.5 ml-es mikro-centrifugacsében fenolos extrakcioval tisztitottuk, majd az
RNS-t 1/10 térfogatnyi 5 M NaCl ¢és 2.5x térfogatnyi etanollal -20 °C -on csaptuk ki 12 6ran

at. 20 perc 4 °C -on torténd centrifugalast kdvetden a csapadékot 70%-o0s etanollal mostuk,
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vakuum alatt szaritottuk, majd 100 pl steril desztillalt vizben oldottuk fel. A kapott RNS
mennyiségét a minta 260 nm-en mért optikai denzitdsabol hatdroztuk meg.

Az RNS izolalas soran hasznalt iivegeszkdzoket 3%-os H,O, oldatban aztattuk 60
percig, etanollal atoblitettiik, majd megszaritottuk. Az RNS izolalas soran hasznalt oldatokat
¢és desztillalt vizet DEPC (dietil-pirokarbonat) kezeléssel RN4az mentesitettiik Sambrook és

mtsai (1989) modszerét kdvetve.

4.2.4 Az mRNS szint vizsgalata RN-az protekcioval (Adam és mtsai, 1994 utan)

A pBluescriptll plazmid vektorba Xhol-EcoRI helyre klénozott préba a PIF3 gén
kodolo régidjanak 198 bp hosszu 3’-régidjabol és a GFP fehérjét kodold DNS szakasz 165
bp-os 5’-régidjabol all. A rekombindns plazmidot Ec/136I1 restrikciés endonukleédzzal
linearizaltuk. A radioaktivan jelolt antiszensz RNS szalat 2 pg linearizalt plazmid
felhasznaldsaval “T7 Transcription Kit”-et hasznalva, a gyart6 (MBI/Fermentas) utasitasai
alapjan allitottuk el6é [a-"*P]-UTP jelenlétében. A jelslt RNS fragmentumot 6%-os denaturald
poliakrilamid gélen vélasztottuk el, majd autoradiografia alapjan izolaltuk. A jeldlt probat
steril RNS-extrahalé pufferrel (0.5 M NHgy-acetat, 0.01 M Mg-acetat, 0.1% SDS, 1 mM
EDTA) elualtuk a géldarabbol (“crush-and-soak” moddszer, Sambrook ¢és mtsai, 1989).
Hasonléan jeldltiik az ubiquitin10 (UBQ) (Téth és mtsai, 2002) és a CCAI probat is, mely a
kodolo régid elsé 250 nukleotidjat tartalmazta pBluescriptll plazmid vektorban Xhol-EcoRI
helyre klénozva.

10° cpm jelolt RNS probat hibridizaltunk 20 pg RNS-hez 10 pl hibridizalé pufferben
(80% formamid, 1 mM EDTA, 400 mM NaCl, 40 mM PIPES pH=6.7), 46 °C -on 16 6ran at.
Ezutan 100 pl RNaz oldatot adtunk a hibridizaciés elegyhez (10 mM TRIS-HCI pH=7.5, 200
mM NaCl, 5 mM EDTA, 100 mM LiCl, 40 pg/ml RNaz A és 2 pg/ml RNaz T1). A mintakat
1 6ran at 30°C-on emésztettiik, majd 2 pl proteinaz K-t (20 mg/ml) és 2 pul 10% SDS-t
hozzaadva inkubaltuk 37 °C-on 15 percig. Fenol és kloroform 1:1 ardny( keverékével
extrahaltuk a fehérjéket, majd a vizes fazisbol 350 ul hideg etanollal csaptuk ki az RNS-t 15
pg tRNS jelenlétében. Centrifugalas utdn a mintdkat 70%-os etanollal kétszer mostuk,
szaritottuk, végiil 4 pl formamidos festékoldatban (80% (v/v) formamid, 1x TBE (90 mM
TRIS, 90 mM borsav, 2 mM EDTA), 0.05% (w/v) xilén-cyanol, 0.05% (w/v) brémfenol-kék)
oldottuk fel. A védett fragmentumokat 6%-os denaturald poliakrilamid gélen valasztottuk el.

A megszaritott gélt specidlis kazettdkban exponaltuk egy napig, majd Phosphorlmager
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(Molecular Dynamics, USA) késziilék segitségével tettiik lathatova a radioaktiv jeleket. A

jeleket az ImageQuant (Molecular Dynamics, USA) szoftver hasznalataval kvantitaltuk.

4.2.5 NOvényi dssz-protein tisztitds és Western-blot analizis (Harter és mtsai, 1993 utan)

200 milligramm ndvényi anyagot folyékony nitrogénben lefagyasztottunk é&s
dorzsmozsarban homogenizaltunk. Az elporitott mintara 1 ml extrakcids puffert mértiink (65
mM TRIS-HCI, pH=7.8, 4 M urea, 5% (w/v) SDS, 14 mM 2-mercaptoethanol, 15% (v/v)
glicerin és 0.05% (w/v) bromfenolkék). A homogenizalast a puffer felolvadasa utan tovabbi 2
percig folytattuk. A sejttormeléket centrifugalassal tavolitottuk el (15000 g, 15 perc, 4 °C).
200 pl feldluszot 1 ml 6x Laemmli SDS puffert (300 mM TRIS-HCL pH=6.8, 60% (v/v)
glicerin, 12% (w/v) SDS, 0.6% (w/v) bromfenol-kék, 200 mM DTT) tartalmazo csdvekbe
mértiink, keverés utan 100 °C-on inkubaltuk 3 percig. A feliiliszO megmaradt részébdl
Bradford (1976) mddszerével hataroztuk meg a preparatumok 6ssz-fehérje tartalmat.

Mintanként 20 pg 0Ossz-fehérjét szeparaltunk 8%-os poliakrilamid-SDS gélen
(Laemmli, 1970). Az elvalasztott fehérjéket Bio-Rad elektroblot késziilékkel (25 V, 2 h)
transzferaltuk PVDF (polivinil-difluorid) membranra (Millipore, USA). A filtereket blokkold
pufferben [10% (w/v) tejpor, TBST pufferben (50 mM TRIS pH=9.5, 150 mM NaCl, 0.1%
(v/v) Tween 20)] inkubdltuk szobahémérsékleten 1 6rdig. Ezutan a filtert anti-PIF3 els6dleges
ellenanyag (Eberhard Schifer laboratoériuma, Freiburg, Németorszag) jelenlétében (10 pg/ml
antiszérum, TBST-ben) inkubaltuk 4 °C-on 16 6ran at. Haromszor 10 perc TBST pufferben
torténd mosas utan a filtert alkalikus-foszfatdzhoz kapcsolt masodlagos ellenanyaggal
inkubaltuk (1:1000 aranyban higitott “Goat Anti-Rabbit IgG-Alkaline Phosphatase
Conjugate”, (Biorad, USA), TBST-ben) szobahdémérsékleten 1 ordig. Ezt kdvetden a filtert
haromszor 10 percig TBST pufferben majd alkalikus-foszfataz szubsztrat pufferben (0.1 M
TRIS pH=9.5, 1 mM MgCl,) oblitettiik at, majd megfeleld szubsztrat oldatban (0.02% (w/v)
BCIP, 0.03% (w/v) NBT, szubsztrat pufferben) inkubaltuk szobahdmérsékleten, mig a
fehérjecsikok lathatova nem valtak. A reakciot desztillalt vizes oblitéssel leéllitottuk, majd a
filtert megszaritottuk. A hibridizacios reakcidok soran nem specifikus csikok festddését is
megfigyeltiik, ami novénybdl késziilt fehérjekivonatok esetében nem szamit ritkasdgnak
(ennek oka sokszor példaul a Rubisco nem specifikus festddése). A PIF3-mat szimbolizalo
csikot ezért minden esetben fehérje molekulasuly-marker (Invitrogen, USA) és kontrollként

alkalmazott, baktériumbol tisztitott rekombinans PIF3 protein alkalmazasdval azonositottuk.
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4.3 Novényeken alkalmazott technikak

4.3.1 Magsterilizalas, ndvénynevelés

A sterilizdland6 magokat vizbe aztatas utan 2 napig 4 °C-on taroltuk, majd 10 percig
5%-0s (w/v) kalcium-hipoklorit oldatban aztattuk, ezutan steril desztillalt vizzel Otszor
atmostuk. A steril magok ezutdn AM ill. MS taptalajra keriiltek és 12 h fény/12 h sotét

koriilmények kozott neveltiik 6ket, ha masként nem jeleztiik.

4.3.2 Transzgénikus ndvények eldallitdsa (Clough és Bent, 1998 utan)

A megfelelé pPCV vagy pPCVBO000 alapt vektorkonstrukciot hordozd Agrobacterium
torzset 300 ml, 100 pg/ml karbenicillint tartalmazd YEB oldatban novesztettiik 25 °C-on 2
napig (ODgo= 2.5-3.0), majd centrifugalassal (4000 g, 20 perc, 25 °C) 6sszegyljtottik és 3
ml YEB oldatban felszuszpendaltuk. Ezutan lassan, folyamatos kevergetés mellett 300 ml
4%-o0s (w/v) szacharézoldatot, végiil 40 pl Silwet L-77-et (Lehle Seeds, USA) adtunk a
szuszpenzidhoz. A transzformalando, iveghdzban nevelt Arabidopsis ndovények viragzatat 10
masodpercre a szuszpenzioba meritettiik, majd a ndvényeket 1 napig aluminiumféliaval
letakarva, fénytdl védve, tartottuk. A felnevelt novényekrél magot gyiijtottiink €s a megfeleld
szelekcids agenssel ¢és klaforannal kiegészitett AM taptalajon steril koriilmények kozott
szelektaltuk a transzformansokat (T1 nemzedék), amelyeket, miutan megfeleld erdsségii
gyokérzetet fejlesztettek (10-12 nap), foldbe iiltettiink és az liveghdzban felneveltiink. Minden
konstrukcio esetében 20-30 fliggetlen T1 transzformans vonalat allitottunk eld.
Vizsgélatainkat a T3 nemzedék transzgénre nézve homozigéta egyedein végeztiik, melyekben
a konstrukciok kifejez6dését specifikus ellenanyagokkal végzett Western blot analizissel

ellendriztik.

4.3.3 Hipokotilhossz-mérés

A magokat Petri-csészébe helyezett 4 réteg, desztillalt vizzel megnedvesitett
szlir6papirra szortuk, majd 2 napra 4 °C-ra, sotétbe helyeztiik. Ezutan a magok 22 °C-ra

keriiltek: a csirazast indukalod 6 ora fehér fénykezelés (50 pmol/m?/s) utan 12 ora s6tét, majd a
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megfeleld intenzitdsu és hullamhosszi fénykezelés (vagy sotét) kovetkezett. A kezelés 4.
napjan a csirandovényeket 1%-os (w/v) agar lemezre fektettiik, majd sikdgyas lapszkennerrel
digitalis képet készitettiink roluk. A képet a MetaMorph szoftverrel (Universal Imaging,
USA) dolgoztuk fel, mely az adatokat az Excel szoftver (Microsoft, USA) altal olvashatova
alakitotta, igy a statisztikai kiértékelést mar ezzel végezhettilk. Az eredmények abrazolasahoz

a Sigmaplot (Scientific Graphic Software, USA) szoftvert hasznaltuk.

4.3.4 Fénykezelések

A fénykezelések végrehajtasdhoz a Quantum Devices Inc (USA) Snaplite LED
lampakat tartalmaz6 monokromatikus fényforrasait hasznaltuk. Az alkalmazott voros fény
hullamhossza 665+15 nm, intenzitasa, 36 pmol/mz/s; a tavoli-vords fény hulldamhossza
730+15 nm, az intenzitasa 20 pmol/mz/s; a kék fény hullamhossza 470+15 nm, intenzitdsa 38

umol/m?/s ha mashogy nem jeldltiik.

4.3.5 Viradgzasi id6 meghatarozasa

A magokat nedves talajra vetettiik, majd 2 napig s6tétben, 4 °C-on tartottuk. Ezutan
allandé homérsékletet (22 °C) biztositdé klimakamrakba helyzetiik 6ket rovid- (8 ora fehér
fény, 16 ora sotét), illetve hosszunappalos (16 6ra fehér fény, 8 ora sotét) koriilményeket
eldallitva. A novények toélevélrdzsainak leveleit akkor szdmoltuk meg, amikor a virdgzati
tengely hossza elérte az 1 centimétert. A virdgzasi id6 azoknak a napoknak a szama, amelyek

a fényre helyezéstdl eddig a napig teltek el.

4.3.6 Epifluoreszcens, fény- és konfokalis mikroszképia (Kircher és mtsai (1999) utan)

Epifluoreszcens és fénymikroszkdpidhoz a csirandvényeket zold biztonsdgi fényben
helyeztiikk a mikroszkopi targylemezre, majd Axioskop mikroszképpal (Zeiss, Oberkochem,
Németorszag) vizsgaltuk oket. A kiilonbozd fluoreszcens proteinek (GFP, CFP és YFP)
gerjesztéséhez és detektalasdhoz GFP-, CFP- és YFP-sziir6készleteket hasznaltunk (AHF
Analysentechnik, = Németorszdg). A  kisérletek  eredményét  digitdlis  Axiocam
kamerarendszerrel (Zeiss, Németorszag) dokumentaltuk a mikroszkdpos vizsgalat kezdeti 30

masodpercében.
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A konfokalis 1ézer-pasztazd mikroszkopos vizsgalatokhoz (LSM-510 nevi késziilék,
Zeiss, Németorszdg) a fent leirtak szerint készitettik eld a vizsgdlandd mintdkat. A
gerjesztéfényt argon lézer biztositotta: 458 nm (CFP) és 514 nm (YFP). A CFP és YFP
szimultan kétcsatornas detektalasdhoz BP 535-590 IR illetve BP 480-520 IR szilir6ket
hasznaltunk.

A digitalis képek mindségét Photoshop 5.0 (Adobe Systems Europe, Nagy-Britannia)

szoftverrel javitottuk.

4.3.7 Luciferdz enzimaktivitis meghatarozasa CCD kameraval

A LUC, ill. PIF3-LUC fehérjéket kifejezd, transzgénikus csirandvényeket sotétben
MS lemezen neveltiink. A csirazast kezdetét kovetd negyedik napon a ndvényeket — a kontroll
kivételével — vorés (30 umol foton/m*/s) vagy tavoli-vérds (2 umol foton/m*/s) fénnyel
kezeltiik. Ezutdn a novényeket 2.5 mM luciferin oldattal permeteztiik le, majd folyékony
nitrogénnel hiitétt nagy érzékenységli CCD kameraval (LN-CCD-512-TKB, Princeton
Instruments, USA) digitalis felvételt készitettiink, melyet MetaView szoftverrel (Universal
Imaging, USA) elemeztiink. Az igy kapott fényintenzitas-érték aranyos a minta luciferaz
aktivitasaval, melybdl a digitalis kamera zaj-hatterét levonva kapott relativ aktivitasértéket
grafikonon abrazoltuk (Excel szoftver, Microsoft, USA). A csirandvényekrdl késziilt kép

fényesség-kiiszobértékeit a MetaView szoftverrel allitottuk be.

4.3.8 In vivo lumineszcencia-mérés luminométerrel

A CAB:LUC (Millar és mtsai, 1992a), CCR2:LUC (Doyle ¢és mtsai, 2002) és
CCA1:LUC (Doyle és mtsai, 2002) konstrukciot kifejezo csirandvényeket 12 ora fény/12 éra
sOtét koriilmények kozt allandd 22 °C-on 6 napig neveltiik. A mérés kezdete eldtt 6 oraval a
csiranovényeket steril koriilmények kozott egyenként egy 96 zsebes mikrotiterlemezbe
helyeztiik, melynek minden zsebe 0.25 ml MS téptalajt tartalmazott. Minden névényre 20 ul 2
mM-os luciferin oldatot cseppentettiink. A mérés a csirazast kdvetd 7. napon indult. A
méréseket Topcount automatizalt luminométerrel (Packard) végeztiik, mely minden, a
mikrotiter lemez zsebeiben elhelyezett csirandvény altal kibocsatott lumineszcenciat 1-2
oranként egyenként, a mérési id6 végéig (3-7 nap) rogzitette. A luminométerben a mintakat a

mérés modjatol fiiggden sététben vagy voros fényben tartottuk (7-8 pmol/m*/s). A folyamatos
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fényben levé mintak csupan a mérések alkalmaval (1-2 6rankant 9 percre) keriiltek a mérétér
sOtétjébe, ami a cirkadidn 6ra miikodését nem befolydsolja (Millar és mtsai, 1995). A mérési
eredmények feldolgozasa a TopTemp nevii Microsoft Excel makro programmal (Dr. Andrew
Millar, University of Warwick, UK ajandéka) tortént. A csirandvények altal kibocsatott
lumineszcencia értékét az adott novény altal a mérés soran kibocsatott lumineszcencia
atlagaval osztottuk el. Ezt az adatot az id6 fliggvényében abrazoltuk. A skala kiindul6pontja,
a 0 1d6 a cirkadian o6rat beallito utolsé szignal bekovetkezésének idépontja. Az ettdl szamitva
eltelt 1d6 a Zeitgeber time (ZT), a ZT=0 a kisérleteinkben az utols6é sotét/fény atmenet

idépontja.

4.4 Adatfeldolgozasi, interpretalasi iranyelvek

Minden kisérletiinket legalabb 4-5 fliggetlen transzgénikus ndvény-vonalon, ill. 2-3
egymastol fiiggetleniil késziilt mintasoron is elvégeztiik. Mivel ezek hasonlé eredményt
mutattak, igy a dolgozatban — ha masként nem jeleztiik — egy-egy kivalasztott reprezentativ

abrasorozat, fotografia keriil bemutatésra.
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5. EREDMENYEK

5.1 A pif3 mutans novények vizsgalata

Az Irodalmi attekintésben emlitettem, hogy PIF3 hidnyos mutdns novényi vonal
korabban nem 4&llt rendelkezésre, ezért a kolni GABI-Kat mutansgyiijteménybdl szarmazo,
nemrégiben azonositott PIF3 mutans vonal vizsgalata kiilonos jelentésséggel birt. A mutaciot
okoz6 T-DNS a PIF3 gén kodolo régidjanak 5°-részébe épiilt be. El8szor igazolnunk kellett,
hogy a mutans nem tartalmaz PIF3 fehérjét. Amint az a 5.1/A &bran lathato, a T-DNS
inszercid PIF3 nullmutinst eredményezett: a vizsgalt fehérje mennyisége a detektalhatdsag
szintje ala csokkent.

A kovetkezokben a mutans csirandvények fényintenzitas- és hulldmhossz-specifikus
hipokotil megnyulds gatlasat vizsgaltuk meg. Az 5.1/B é&bran lathatd, hogy a kontroll
ndvényhez képest a mutansban vords fényspecifikus hipokotilhossz-rovidiilés figyelheté meg.
Tavoli-vords (5.1/C abra), és kék (5.1/D abra) fényben elhanyagolhaté a vad tipusu
kontrollhoz viszonyitott kiilonbség. Ezek az adatok azonban ellentmondédsban allnak a
szakirodalomban (Ni és mtsai, 1998) mar kordbban kozoltekkel: vords fényben hiperszenzitiv
valasz kaptunk a vart hiposzenzitiv helyett.

Elvégeztiik a pif3 novények virdgzasi idejének meghatarozasat is. Az 5.1 tablazatban
feltlintetett adatok szerint a PIF3 fehérje hidnydnak nincs jelentds hatasa a viragzas idejére
sem hosszu-, sem rovidnappalon nétt novények esetében. Ez az adatunk is ellentmondéasban
all Ni és mtsai (1998) megfigyelésével: 6k a PIF3 antiszensz ndvényeket vizsgilva korai

virdgzast tapasztaltak.

5.1 tablazat A pif3 novények viragzasi ideje

Novények Révidnappal Hosszunappal
Télevelek szama Viragzasig eltelt Télevelek szama Viragzasig eltelt
napok szdma napok szdma
Col 47+5 75+9 13+£2 55+£5
pif3 45+ 4 72+7 12+3 57+ 6
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5.1 abra A pif3 csiranovények hipokotil-fenotipusa phyB-specifikus

A. Csak a vad tipusu 4 napos etiolalt névényekben tudunk Western blot hibridizacioval PIF3 fehérjét kimutatni
(2. sav), a pif3 novény tehat nullmutansnak bizonyul (3. sav). Kontrollként molekulastlymarkert (1. sav) és E.
coli-bol tisztitott PIF3 fehérjét alkalmaztunk (4. sav). A nyil a PIF3 fehérje csikjat jeloli, a molekulasulymarker
melletti szamok kDa értékeket jelentenek.

B. A 4 napos csirandvények hipokotilhossza vords fényben.

C. A 4 napos csirandvények hipokotilhossza tavoli-vords fényben.

D. A 4 napos csirandvények hipokotilhossza kék fényben.

Minden mérési pontnal abrazoltuk a standard hiba értékét is, amelynek vonalat az értéket jeldld szimbolum

eltakarja.
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5.2 A pocl mutans nem tartalmaz PIF3 fehérjét

Halliday ¢és mtsai 1999-ben kozOlték eredményeiket egy altaluk jellemzett PIF3
¢épiilt be egy T-DNS darab, amely a vizsgalatok soran a vad tipusu kontrollnévényhez képest
magasabb PIF3 mRNS szintet mutatott, ezért PIF3 taltermeld mutans vonalként jellemezték.
Mivel a pocl csirandvények hiperszenzitivek voltak a hipokotilhossz-névekedés gatlasara
vords fényben, ez az adat szoros korreldciot mutatott a Ni €s mtsai altal 1998-ban kozolt
adatokkal, amely szerint a PIF3 a PHYB-specifikus jelatviteli utak pozitiv szabalyozdeleme.
Az eldz6 alfejezetben altalunk jellemzett bona fide PIF3 hianyos mutans vords fényben
mutatott hipokotilhossz-novekedés gatldsa azonban nagyon hasonlitott a PIF3 tultermeldként
jellemzett pocl novényekéhez, ezért kézenfekvd volt, hogy megvizsgaljuk a rendelkezésiinkre
allo PIF3-specifikus antitesteket hasznalva Western blot modszerrel a pocl névényekben a
PIF3 fehérje szintjét. A kapott eredmény meglepd volt, de nem varatlan: a poc/ mutans nem
tartalmaz ezzel a mddszerrel kimutathatd mennyiségti PIF3 proteint. Az 5.2 4bran lathato,
hogy sem a fénnyel nem kezelt, sem a vOrds vagy tavoli-vords fénnyel megvilagitott
csirandvényben nem mutathat6 ki a PIF3 fehérje. Ezek az adatok tehat tovabbi bizonyitékot
szolgaltatnak arra, hogy a PIF3 fehérje a hipokotilhossz ndvekedését vordsfény-specifikusan

befolyésolo jelatviteli utak negativ regulatora.

5.2 abra A pocl mutans nem tartalmaz PIF3 fehérjét

Az abran 4 napos etiolalt novényekbdl tisztitott fehérjekivonatokon, PIF3 antitesttel végzett Western blot
analizis eredménye lathatd. 1. sav: vad tipust noévény; 2-6. sav: pocl/ mutans ndvény. Fénykezelés nélkiil: 1., 2.
sav; 1h voros fény: 3. sav; 2h vords fény: 4. sav; 1h tavoli-vords fény: 5. sav; 2h tavoli-vords fény: 6. sav. A nyil

a PIF3 fehérje csikjara mutat.
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5.3 PIF3 tultermelé transzgénikus novények eléallitasa, fenotipus-vizsgalatok

A PIF3 funkciondlis vizsgalatanak kiterjesztéséhez az Anyagok ¢s modszerek
fejezetben leirtak szerint olyan transzgénikus ndvényeket allitottunk eld, amelyek a (35S).«
promoter altal konstitutivan és magas szinten fejezik ki a PIF3 fehérjét, illetve a PIF3-GFP
fuzios proteint. Ezen fehérjék tultermelésének kimutatdsa Western blot analizissel az 5.3/A
abran lathato.

Hipokotilhossz-valtozds mérésén alapuld vizsgélataink ezekkel a transzgénikus
novényekkel 2 alapvetd célt szolgaltak:

(I) Mint azt Irodalmi attekintésben emlitettiik, az eddig kozolt, PIF3 taltermeld ndvények
vizsgalataval nyert fenotipus-adatokat a PIF3 5’-végén csonka valtozatanak felhasznalasaval
nyerték (Ni és mtsai, 1998). Az idézett munkdban kozolt molekularis klonozésbeli
nehézségek ellenére a teljes hosszisag PIF3 c¢cDNS klonozasa €s Arabidopsisban torténd
expresszaldsa laboratoriumunkban sikerrel jart, igy lehetdségiink nyilt arra, hogy az
eddigieknél precizebb fenotipusvizsgalatokat végezhessiink.

(IT) Az epifluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok megkezdése elétt meg akartunk gy6zddni
arrol, hogy a PIF3-GFP fuziés fehérje funkcionalis-e, ezaltal elvarhatjuk-e azt, hogy a
kisérleteink soran megfigyelt viselkedése az endogén fehérjéének pontos leképezése legyen.

Vizsgalataink eredményét egy-egy abrapanelen abrazoljuk. Az 5.3/B dbran a
csirandvények hipokotilhossz-valtozasa lathato kiillonbozd intenzitdsi vords fényben; az
5.3/C ébran a tavoli-voros fény; az 5.3/D abran a kék fény hatasa figyelhetd meg. Lathato,
hogy a PIF3 thltermelésének csak voros fényben nétt ndovények esetén van hatdsa a
csiranovények hipokotilhosszara, ami a PHYB domindns hatdsara utal. Az 5/3B abran az is
megfigyelhetd, hogy a PIF3 ¢és PIF3-GFP fehérjék tultermelése hasonld fenotipust
eredményez, ami arra utal, hogy a PIF3-GFP fuzids fehérje funkcionalis molekulaként fejti ki
a hatésat a névényben.

Vizsgalataink alapjan tehat a PIF3 hidnyos és a PIF3-mat tultermeld novények
fenotipusa egyforman utal a PIF3 hipokotil-megnytlasban bet6ltdtt negativ szerepére,

mégpedig az eddig kozolt adatokkal ellentétes értelemben.
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5.3 abra A PIF3 tultermeld csiranovények hipokotil-fenotipusa phyB-specifikus

A. A PIF3 tultermelés igazoldsa PIF3 antitestekkel végzett Western blot analizissel. Az 1. sav a (35S),,:PIF3 (#8
vonal), a 2. sav a (35S),:PIF3-GFP (#3 vonal), a 3. sav a vad tipusi (Ws.), etiolalt ndvényekbol késziilt
fehérjekivonatok analizisének az eredményeit mutatja. A 4. sav PIF3-at termel6 E. coli-bdl izolalt fehérjemintat
mutat be. A nyilak a PIF3 és PIF3-GFP fehérjék csikjait jelolik.

B. A 4 napos csirandvények hipokotilhossza vords fényben.

C. A 4 napos csirandvények hipokotilhossza tavoli-vords fényben.

D. A 4 napos csirandvények hipokotilhossza kék fényben.

Minden mérési pontnal abrazoltuk a standard hiba értékét is, amelynek vonalat az értéket jeldlé szimbolum

eltakarja.
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5.4 A PIF3 fehérje kifejezodése a fejlodési allapottol fiigg

Epifluoreszcens mikroszkopos megfigyeléseinket a PIF3-GFP fuzids fehérjét a (35S)a«
promoter iranyitasa alatt kifejez etiolalt illetve fényben nétt csirandvényeken kezdtiikk meg.
Els6 eredményeink Osszefoglaldsa az 5.4 dbran lathat6. A PIF3-GFP mennyisége az etiolalt
novényben a kimutathatésag szintjét akkor éri el, amikor a csiranévény gyokere attori a
maghéjat. Ez hozzavetdlegesen a csirazas kezdetétdl szamitott masodik napon kovetkezik be.
Az ennél fiatalabb ndvényekben a PIF3-GFP nem észlelhetd (5.4 4bra, A, B kép). Ezen
fejlodési allapot elérése utan a PIF3-GFP fuzids fehérje a csirdzas kezdetét kovetd 6. napig
(vizsgalataink utols6 mintavételi pontja) minden sejttipusban, hozzavetdlegesen azonos
szinten kifejezédve, kizardlag a sejtmagban figyelhetd meg (5.4 abra, C-F kép). Ez a
megfigyelés csak az etiolalt ndvényekre igaz, ugyanis sem a fényen nétt, sem pedig a

mikroszkdpos vizsgalat el6tt megvilagitott csirandvényekben nem sikeriilt PIF3-GFP fehérjét

5.4 abra A (35S):PIF3-GFP kifejezédése fejlodésfiiggo

(35S),,:PIF3-GFP konstrukciot hordozd transzgénikus Arabidopsis novényeket sotétben (A-F) illetve fényben
(G, H) csiraztattuk és neveltiik. A PIF3-GFP fuzids fehérje sejten beliili elhelyezkedését epifluoreszcens
mikroszkopiaval kovettiik (A, C, E, G), kontrollként a latomezokrol fénymikroszkopos képeket is készitettiink
(B, D, F, H). A csirandvények a csirazés indukcidjatol szamitott 1 (A, B), 2 (C, D) és 6 (E, F) napig néttek
sOtétben, vagy 6 napig fényben (G, H). A C, D képek sziklevélrdl, az E-H képek hipokotilrol késziiltek.
Megjeloltiink néhany sejtmagot (sm), és kloroplasztiszt (pl), a képek jobb alsé sarkaban lathaté vonalak 10 pm-

nek felelnek meg.
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megfigyelni (5.4 abra, G-H kép). Ennek a megfigyelésiinknek az érdekességét az adja, hogy a
fotomorfogenezis kozponti regulatoranak hitt PIF3 fehérje csak sotétben észlelhetd, fényben
jelenlétét (ezzel a modszerrel) nem tudjuk kimutatni. Ennek az érdekes jelenségnek
alapvetéen két oka lehet: (I) a PIF3 mRNS szintje és/vagy (1) a PIF3 fehérje stabilitasa
valtozik meg. A kovetkezdkben ezeket a lehetdségeket vizsgaljuk meg.

Ennek a kérdésnek az eldontéséhez eldszor arra kerestiik a valaszt, hogy vajon a fény
szabalyozza-e a PIF3 transzkripciojat. Els6 megkozelitésben olyan transzgénikus novényeket
allitottunk eld, amelyek a PIF3 prométerének iranyitdsaval fejezik ki a luciferdz (LUC)
fehérjét. Luciferin szubsztrattal lepermetezett etiolalt novényeket helyeztiink fénybe ¢és
mértiik az altaluk kibocsatott lumineszcenciat, amely ardnyos a promoter pillanatnyi
aktivitdsaval. Az 5.5/A abréan lathato, hogy fénykezelés hatasara a PIF3 promoter aktivitasa

nem valtozik jelentdsen, fényspecifikus transzkripcids szintii szabalyozast nem tapasztaltunk.
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5.5 abra A PIF3 transzkripciojat és mRNS szintjét a rovid fénykezelés nem befolyasolja
A. PIF3:LUC konstrukciot kifejezd 6 napos etiolalt novények altal kibocsatott lumineszcenciat mértiink CCD
kameraval és az értéket az adott novények altal kibocsatott érték alapszintjére (megvilagitas kezdete elott mért
érték) normaltuk. A csirandvényeket a mérés megkezdése elbtt 12 oraval permeteztiik le luciferinnel. Az dbran a
fénnyel nem kezelt és 30 pmol/m%/s intenzitasi vords fénybe helyezett ndvényekhez tartozo értékeket
abrazoltuk. A vizszintes tengelyen lathatd fekete sav a sotét-, a fehér sav pedig a fénykezelést szimbolizalja
(természetesen csak a fénnyel kezelt nGvények esetén).

B. RNaz protekcios modszerrel mértikk meg a PIF3 és PIF3-GFP mRNS szintjét a csirazas kezdetétdl szamitott
1 napos (1), 2 napos (2) és 6 napos (3) etiolalt illetve 6 napos, 4 6ra 30 umol/m*/s vords fénnyel kezelt etiolalt
(4), (35S),x:PIF3-GFP konstrukciot hordozé transzgénikus ndvénybdl. A fekete oszlopok az endogén PIF3, a
fehérek a (35S),, promoéter altal szabalyozott PIF3-GFP mRNS szintjét szimbolizaljak a mintdhoz tartoz6 UBQ

(ubiquitin) mRNS szintre normalizalva.
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Masodik megkdzelitésben RNaz protekcidos kisérletet végeztlink, amelyben a
kiilonboz6 koru €s kiilonb6z6 fénykezelést kapott csirandvénybdl késziilt 6ssz-RNS mintdkon
vizsgaltuk meg az endogén PIF3 és a (35S),x prométer vezérelte PIF3-GFP mRNS
mennyiségét (5.5/B dbra). Lathato, hogy bar mind a PIF3 mind a PIF3-GFP mRNS szintje
magasabb a fiatalabb csiranévényben, mint a fejlettebben, egyik mRNS populacié szintje sem
valtozik rovid (néhany oras) fénykezelés hatisara. (Ez az eredmény jo korrelacioban all
Yamashino és mtsai (2003) nemrégiben kozzétett adatdval, amely szerint a P/IF3 mRNS
mennyisége az etioladlt csirandvényeket ért 5 oras fehér fénykezelés hatdsara nem csokken
jelentdsen a fénnyel nem kezelt kontroll mintahoz képest.)

Megallapithato tehat, hogy a PIF3 fehérje mennyiségét a fény sem transzkripcid, sem
mRNS szinten nem szabalyozza, szabalyozottsdgot fehérjeszinten kell keresniink. A
kovetkezOkben a PIF3-GFP fuzios fehérje sejten beliili viselkedését vizsgaljuk meg

kiilonb6z6 hullamhosszu és id6tartamu megvilagitas hatasara.

5.5 A PIF3 sejten beliili eloszlasanak fényfiiggése és fényindukalt lebomlasa

Vizsgalatainkat vad tipusu (Col), phyB hidnyos (phyB-9) és phyA hianyos (phyA-211)
genetikai hatterli novényeken végeztiik. A konstitutiv expressziot biztositd (35S),x promoter
iranyitasaval kifejezett PIF3-GFP molekulak eloszlasait 6 napos etioldlt ndvények
hipokotilsejtjeiben vizsgaltuk és a kdvetkezoket tapasztaltuk. A PIF3-GFP felhalmozodasa és
eloszlasa a fénnyel nem kezelt csirandvények sejtmagjaban egyenletes, fliggetleniil attol,
hogy tartalmaznak-e phyA vagy phyB fotoreceptort (5.6 abra A, B, C kép). Egy 30
masodperces voros fényimpulzus azonban alapvetden megvaltoztatta a PIF3-GFP sejtmagon
beliili eloszlasat: mindharom hattérben PIF3-GFP tartalmu sejtmagi foltok formalddtak (5.6
abra D, E, F kép), amelyek szembetiind hasonldésagot mutattak a csoportunk altal mar
korabban jellemzett fitokrém-tartalmi sejtmagi foltokhoz (Kircher és mtsai, 1999, 2002).
Ezek a foltok a fitokromok altal formaltakkal ellentétben nem bizonyultak hosszu életiinek:
ha a fényimpulzus utdn a csirandvényeket sotétbe helyeztilk, 30 perc elteltével
megallapithattuk, hogy a PIF3-GFP jel a detektalhatosagi szint ala csokken (5.6 dbra G, H, 1
kép). (Ugyanezt tapasztaltuk akkor is, ha folyamatos fényben tartottuk a ndvényeket.)
Hosszabb ideig sotétben tartva a csirandvényeket, 3-4 ora elteltével a PIF3-GFP fehérjék
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ujboli, diffuz sejtmagi eloszlasu megjelenését tapasztaltuk a genetikai hattértdl fiiggetleniil. A
jeler6sség a maximumat jabb 3-4 6ra mulva éri el, és az intenzitds ezutdn mar nem valtozik.
Az 5.6 dbra J, K, L képén ez az allapot lathat6. Ha a vizsgalt mintat ebben az allapotban ujabb
vords fényimpulzussal kezeljiik, a sejtmagi foltok ismételt gyors formalodésa utdn azok
eltinését, majd ismételt sotét inkubacid utan PIF3-GFP-bdl szarmazo diffuz sejtmagi festést
figyelhetliink meg (az adatok nem keriilnek bemutatasra). Ez a vélaszreakcio (foltformalas, -
eltinés) megakadalyozhat6, ha a voros fényimpulzust tavoli-vords koveti, de csak azokban a
ndvényekben, amelyek nem tartalmaznak aktiv phyA fotoreceptort (az adatok nem keriilnek
bemutatasra). Ez azt jelenti, hogy a megfigyelt jelenséget a phyA és valamilyen mas fitokrom

szabalyozza.

/

L
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5.6 abra A PIF3-GFP sejten beliili eloszlasat a voros fény szabalyozza

A PIF3-GFP fehérjét taltermeld transzgénikus Arabidopsis csirandvényeket (vad tipus: A, D, G, J; phyA-211: B,
E, H, K; phyB-9: C, F, 1, L) sotétben neveltiik 6 napig, majd a kdvetkezd fénykezelésnek vetettiik ala oket: A,
B, C: nincs fénykezelés; D, E, F: 30 masodperc voros fénykezelés; G, H, I: 30 masodperc voros fénykezelés
utan 30 perc sotét; J, K, L: 30 masodperc vords fénykezelés utan 6 ora sotét. A fénykezelések utan azonnal
készitettiik az abran bemutatott epifluoreszcens mikroszkopi képeket. Néhany képen bejeldltik a sejtmagokat

(sm). A képek jobb also sarkaban lathato vonalak 10 pm-nek felelnek meg.
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A kovetkezd kisérletben tavoli-vords fényt hasznaltunk vords helyett, amely csak a
phyA fotoreceptorokat alakitja Pfr formajuva, a tobbi fitokromot nem. Az 5.7 dbra A-C
képein lathatd, hogy egy 5 perces tavoli-vords fénykezelés PIF3-GFP tartalmu sejtmagi foltok
formalodasat idézte elé mind a vad tipust, mind a phyB hidnyos hattérben, de nem okozott
valtozast az aktiv phyA-t nem tartalmazo novényekben. Ez a fényimpulzus a PIF3-GFP
fluoreszcencia gyors eltlinését szintén csak a vad tipust és aktiv phyB-t nem tartalmazé
novényekben okozta (5.7 abra D-F kép). 6 oras sotétkezelés a kiindulasi erdsségii és eloszlasu
fluoreszcens jelet allitotta helyre (5.6 dbra A-C kép; 5.7 abra G-I kép). A phyA hidnyos

csirandvényekben a PIF3-GFP-specifikus sejtmagi foltok formalodésat és a fizids fehérje

5.7 abra A PIF3-GFP sejten beliili eloszlasat a tavoli-voros fény is szabalyozza

Az epifluoreszcens mikroszkopi felvételek elkészitésé¢hez az alabbi genetikai hatterQi Arabidopsis ndvényeket
hasznaltuk: vad tipus (Col): A, D, G; phy4-211: B, E, H; phyB-9: C, F, 1. Az etiolalt csirandvények 6 naposak
voltak, amikor a felvételek elkészitése elott az alabbi fénykezelést alkalmaztuk. 5 perc tavoli-vords fény: A, B,
C; 5 perc tavoli-voros fény utan 30 perc sotét: D, E, F; 5 perc tavoli-vords fény utan 6 ora sotét: G, H, L
Megjeloltiink néhany sejtmagot (sm), és kloroplasztiszt (pl), képek jobb als6é sarkaban lathatdé méretarany-

vonalak 10 pm-nek felelnek meg.
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mennyiségének lathatd csokkenését nem detektaltuk. Ez a hatas annyira kifejezett, hogy akéar
20 6ras folyamatos tavoli-vords fénnyel torténd megvilagitas hatdsara sem tortént valtozas (az
adatok nem keriilnek bemutatasra).

Ezekbdl a megfigyelésekbdl arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a PIF3-GFP
fehérjemolekulak sejten beliili eloszlasat és felhalmozddasanak mértékét a vords és tavoli-
vords fény egyarant szabalyozza a phyA és valamely mas fitokrém vagy fitokromok
kozremiikodésével. Ennek a szabalyozasnak kulcsfontossagi eleme valoszintileg a PIF3
fényindukalt lebomléasa, amelynek kivaltasaban valoszintileg tobb fitokrém egyiittesen jatszik
szerepet.

Ennek a feltételezésnek az igazolasahoz Western blot analizist végeztiink. Az 5.8/A
abran lathat6, hogy a PIF3 és a PIF3-GFP fehérjék etiolalt ndvényben felhalmozdédnak (1.
sav); degradacidjuk egy 5 perces vords fénykezelés hatdsara megindul (2. sav); 6 6ran at tartod
megyvilagitas hatasara pedig mindkét fehérje mennyisége a detektalhatdsag szintje ald csokken
(3. sav). A kovetkez6 két panel a fényindukalt lebomlas finomabb idébeli felbontdsat
szemlélteti. Az 5.8/B abran az etioldlt névényeket voros fénnyel vilagitottuk meg. A fénnyel
nem kezelt kontrollhoz képest (1. sav) képest 2 perc fénykezelés nem valtoztat jelentésen a
PIF3 fehérje mennyiségén (2. sav), mig 10 perc megvilagitds utan jol lathatdé a degradacio
hatdsa (3. sav). Hosszabb idejii fénykezelés (4-6. sav) hatdsira a PIF3 mennyisége a
detektalhatosag szintje ala csokken. Az 5.8/C éabran lathatd, hogy a PIF3 mennyisége tavoli-
vords fény hatasara szintén csokkenést mutat, de a vords fényhez képest lassubb kinetikéaval:
45 perc utdn a PIF3 még lathato (5. sav), csak hosszabb fénykezelés hatasara csokken a
mennyisége a detektalhatdsag szintje ala (6. sav). Az epifluoreszcens mikroszkodpidval és a
Western blot analizissel kapott eredményeink jol korrelalhatok egymassal: a mikroszkdpban
lathatd PIF3-GFP-specifikus jel fénykezelések hatasara torténd eltlinésének és sotétben ujra
megjelenésének hatterében minden esetben a PIF3 fehérje szintjét érintd valtozas (lebomlas

vagy felhalmozo6das) all.
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5.8 abra A PIF3 fehérje fény hatasara degradalodik

A: Ossz-fehérje kivonatot izolaltunk kiilonbdzdképpen fénykezelt etiolalt PIF3-GFP tultermeld Ws novényekbdl
(1-3. sav), majd a mintakbol 20-20 pg-ot felhasznalva Western blot analizist végeztiink PIF3 specifikus antitest
segitségével. 1. sav: 0 perc; 2. sav: 5 perc; 3. sav: 6 6ra vords fénnyel kezelt minta; 4. sav: 1 pg, E. coliban
expresszalt PIF3 fehérje. A panel bal oldalan a molekulasulymarker csikjainak megfelel kDa értékek lathatok.
A PIF3 és PIF3-GFP fehérjék csikjaira nyilak mutatnak.

B: Ossz-fehérje kivonatot izolaltunk vords fénnyel kiilonbozoképpen kezelt 6 napos etiolalt csirandvénybél
(Ws), majd a mintakbol 20-20 pg-ot felhasznalva Western blot analizist végeztiink. A fénykezelések a
kovetkezok voltak: 1. sav: 0 perc; 2. sav: 2 perc; 3. sav:10 perc; 4. sav: 30 perc; 5. sav: 45 perc; 6. sav: 6 6ra

voros fénykezelés. A nyil a PIF3 fehérje csikjara mutat.

C: A B panellel megegyez6 modon felépitett kisérleti rendszerben tavoli-vords fény hasznéltunk vords fény
helyett. A fénykezelések a kovetkezok voltak: 1. sav: 0 perc; 2. sav: 2 perc; 3. sav: 10 perc; 4. sav: 30 perc; 5.

sav: 45 perc; 6. sav: 6 6Ora tavoli-vords fénykezelés. A nyil a PIF3 fehérje csikjara mutat.

D: Ossz-fehérje kivonatot izolaltunk kék fénnyel kezelt 6 napos etiolalt phyA/phyB/phyD mutans
csirandvényekbdl, majd a mintakbol 20-20 pg-ot felhasznalva Western blot analizist végeztiink. A
fénykezelések a kovetkezOk voltak: 1. sav: 0 perc; 2. sav: 1 ora; 3. sav: 2 6ra; 4. sav: 3 6ra; 5. sav: 4 6ra; 6. sav:

6 ora tavoli-voros fénykezelés. A nyil a PIF3 fehérje csikjara mutat.
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A kovetkezo kisérletiink célja a PIF3 fehérje el6zOkben bemutatott, voros és tavoli-
vorods fény altal indukalt lebomléasaért felelds fotoreceptor azonositasa. Ehhez a vad tipusu
etiolalt csirandvények mellett kiilonb6z6 fotoreceptor-hidnyos mutansokat tettiink ki 1 oras
vords vagy tavoli-vords fénykezelésnek, €s az ezutan késziilt Ossz-fehérje kivonatokban
hatdroztuk meg a PIF3 mennyiségét. Az 5.9 abran megfigyelhetd, hogy a fénykezelést nem
kapott novényekben a PIF3 egyforman felhalmozddik, fiiggetleniil a fitokromok hidnyatol
vagy meglététdl (1-es szamu sédvok). Az 1 oras tavoli-vords fénykezelés (3-as szamu savok)
csak az aktiv phyA-t nem tartalmazo (phyA, phyA/phyB, phyA/phyD ¢és phyA/phyB/phyD)
indukalt lebomlasat a phyA fotoreceptor szabalyozza. Ezzel ellentétben az 1 oOrds vords
fénykezelés (2-es szamu savok) a phyA/phyB/phyD tripla fitokrom-hidnyos mutans

s

indukalt lebomlasaért a phyA, phyB ¢és phyD fotoreceptorok egyiittesen feleldsek.
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5.9 abra A PIF3 voros és tavoli-voros fény indukalta lebomlasaért a phyA, phyB és
phyD fotoreceptorok egyiittesen felelések

Az éabran feltiintetett kiilonbozé genetikai hatteri csirandvényeket 6 napig nodvesztettiik sotétben, majd
fénykezelés nélkiil (1 szamu savok); 1 oras voros fény (2 szamu savok) illetve 1 6ras tavoli vords fény (3 szamu
savok) kezelés utan dssz-fehérje kivonatot készitettiink beldliik. Ezekbol 20-20 ug-ot, PIF3-specifikus antitestet

hasznalva Western blot analizissel vizsgaltunk. A nyilak a PIF3 fehérje csikjara mutatnak.
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Ezen eredmények utdn azt is meg akartuk hatarozni, hogy vajon a kék fényt érzékeld
receptorok hozzdjarulnak-e a PIF3 fényindukalt lebomlésdhoz. A kisérletben -etiolalt
phyA/phyB/phyD ndvényeket vilagitottunk meg kék fénnyel és Western blot analizissel
hataroztuk meg az Ossz-fehérje kivonatokban a PIF3 protein mennyiségét. Az 5.8/D é&bran
tavoli-vords fénynél lassubb iitemben — kivéltja. Ez 0jabb bizonyiték a fitokromoktol
fliggetlen, kék fény receptorok (kriptokromok és/vagy fototropinok) altal irdnyitott, a PIF3

fényindukalt lebontasaban szerepet jatszo jelatviteli utak egytittmiikodésére.

5.6 A COP1 sziikséges a PIF3 felhalmozodasahoz sotétben

A COPI a fotomorfogenezis negativ regulatora. A COP1 protein E3 ubiqutin ligazként
mukodve a HY5-6t és SPA1 fehérje jelenlétében a LAF1 fehérjét a proteoszomalis lebontas
utjara iranyitja. Mindezek mellett kimutattdk, hogy a HY5 az etiolalt copl/ ndvények
sejtmagjaban felhalmozodik, €és a konstitutiv fotomorfogenikus fenotipus kialakitdsaban vesz
részt. Mivel az eldzetes kutatdsi eredmények alapjan a PIF3-mat a LAF1-hez és a HY5-hoz
hasonldan a fotomorfogenezis pozitiv regulatoranak gondoltuk, kézenfekvd volt megvizsgalni
(Természetesen a két fehérje viselkedése kozott alapvetd kiilonbségek vannak, nagyon fontos
eltérés az, hogy mig a PIF3 sotétben halmozddik fel a ndvények sejtmagjaban, és fény
hatdsara bomlik le, addig a HY S éppen ellentétesen viselkedik mind fényben, mind s6tétben.)
Elso kisérletiinkben copl-4 mutins novényeket hasznéltunk, amely a COP1 egy kozepesen
erds, sotétben és fényben egyarant fotomorfogenikus fenotipust mutaté allélje. A Western blot
analizisbdl szdrmaz6 eredményeinket két megallapitdsban foglalhatjuk ossze: (I) a PIF3
fehérje mennyisége az etiolalt copl-4 ndvényben jelentésen kisebb, mint a vad tipusban
(5.10/A abra 1.-2. sav); (II) a kisebb mennyiségli PIF3 fehérje vords vagy tavoli vords fény
hatdsara ugyanugy degradalodik copl-4 novényben, mint vad tipustban (5.10/A abra 3.-4.
sav). Eredményeink megerdsitéséhez a nemrégiben leirt (Dieterle és mtsai, 2003) eid6
mutansban is megvizsgaltuk a PIF3 akkumulécid szintjét. Az eid6 fenotipust a COPI génben
talalhaté mutacid okozza. Az etiolalt mutdns ndvény nem kiillonbozik a vad tipusutol, de
fényben PHYB-fliggd hiperszenzitiv fenotipust mutat. Az 5.10/B &bran lathato, hogy a PIF3

fehérje felhalmozodéasa a fénnyel nem kezelt eid6 novényekben a vad tipusuakhoz képest
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csokkent mértéki, viszont a PIF3 fényindukalt degradacioja ugyanolyan gyors és teljes, mint
a vad tipust névényekben megfigyelhetd. Mivel a PIF3 mRNS szint fénykezelés hatdsara — a

vad tipusu ndévényekhez hasonléan — a cop mutadns névényekben sem valtozik jelentdsen

Col copl-4 Ler eid6

5.10 abra A COP1 fehérje sziikséges a PIF3 felhalmozodasahoz

Kiilonb6z6 copl és a hozza tartozd vad tipusu hatteri (A: Col, B: Ler) 6 napos etiolalt csirandvénybdl
fénykezelés nélkiil (1, 2 szamu savok); 1 6ras vords fény (3 szamu savok) illetve 1 oras tavoli voros fény (4
szamu savok) kezelés utan 0Ossz-fehérje kivonatokat készitettiink, amelybdl 20-20 ug-ot, PIF3-specifikus

antitestet hasznalva Western blot analizissel vizsgaltunk. A nyilak a PIF3 fehérje csikjara mutatnak.

(az adatok nem kerililnek bemutatisra), a Western blot analizis adatai nem transzkripcios
szintli valtozasokat tikroznek a mutansokban. Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy (I) a
COP1 fehérje eldsegiti a PIF3 felhalmozodasat etiolalt ndvényekben, fliggetleniil a
karakterisztikus konstitutiv fotomorfogenikus fenotipus megjelenésétol; (II) a COP1 nem
befolyasolja a PIF3 fényindukalt lebomlasat; és (III) a PIF3 nem sziikséges a konstitutiv

fotomorfogenikus fenotipus kialakulasédhoz.
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5.7 A PIF3 és fitokrom molekulak in vivo ko-lokalizacidoja

A PIF3-r6l kimutattak, hogy in vitro koriilmények kozott kozvetlen kolcsonhatasba
keriil a phyA ¢és a phyB fotoreceptorokkal. Az emlitett modell feltételezi azt, hogy a PIF3-
fitokrom komplex (esetleg egyéb faktorokkal kiegésziilve) stabilan fennmarad, és ez a
fitokrom-specifikus jelatvitel miikodése szempontjabol kulcsfontossagu allapot. A fentiekben
bemutatott eredményeink azonban azt mutatjak, hogy a PIF3 fény hatasara igen gyorsan
lebomlik, a fehérjemolekula féléletideje az altalunk hasznalt vords fényben koriilbelil tiz
perc. Ahhoz, hogy megtudjuk, mi torténik ezekkel a komplexekkel, egy olyan rendszert
terveztlink meg, amelyben in planta koriilmények kozott vizsgalhatjuk kialakuldsuk és
felbomlasuk dinamikajat. Transzgénikus Arabidopsis novényeket hoztunk létre, amelyek a
konstitutiv (35S),« promoter iranyitasaval fejezik ki a PIF3-CFP és a phyA-E-YFP fehérjéket.
A hasznalt fluoreszcens fehérjék eltéré spektralis tulajdonsdgainak és a specifikusan az
¢észlelésiikhoz kifejlesztett mikroszkopos sziirdkészleteknek kdszonhetden epifluoreszcens
mikroszkopos technikaval egymastol fliggetleniil megfigyelhetdk ugyanazon ndvényi
mintdban, ugyanabban az idOpillanatban. Munkank megkezdése eldétt a fuzios fehérjék
kifejez0dését Western blot modszerrel ellendriztilk, ¢és biologiai aktivitasukrol is
meggy0zddtiink (az adatok nem keriilnek bemutatasra).

Fénnyel nem kezelt, etiolalt novények sejtjeiben a PHYB-YFP a vizsgalt sejtek
tobbségének sejtmagjaban és sejtplazméjaban is megfigyelhetd, mig a PIF3-CFP csak a
sejtmagban mutatott diffiz festédést (5.11 abra A, E kép). Ot perces vords fénnyel tortént
megvilagitas hatdsdra mindkét fehérje sejtmagi komplexekbe tomoriilt (5.11 ébra B, F kép). A
CFP- és YFP-specifikus képek egymasra vetitésével lathatova valik, hogy majdnem az 6sszes
megfigyelt komplex tartalmazza mindkét fehérjét (5.11 abra 1-3 kép). Tovabbi megvilagitast
alkalmazva 1 ora elteltével lathatdo a PIF3-CFP-specifikus jel dramatikus csokkenése (5.11
dbra G kép), mig a phyB-YFP fluoreszcencia nem véltozott meg jelentésen. Atalakult
azonban a sejtmagon beliill a phyB molekuldk elrendezédése: a sejtmagi komplexek
felbomlottak, diffiiz festddést figyelhetliink meg, amely a fénnyel nem kezelt etiolalt novényre
emlékeztet (5.11 abra C kép). Tovabbi huzamosabb idejii vords fénykezelés a PIF3-CFP
eloszlasan nem valtoztat, a jel tovabbra is az észlelhetdség szintje alatt van (5.11 dbra H kép);
a phyB-YFP azonban ismételten sejtmagi foltokat formal (5.11 abra D kép). Ha a phyB-YPF-t
¢s PIF3-CFP-t kifejezd transzgénikus novényeinket voOrds helyett tavoli-vords fénnyel

vilagitjuk meg, o6t perc elteltével csak a PIF3-CFP-specifikus sejtmagi komplexek
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megjelenését figyelhetjiik meg, amelyek azonban rovid életiiek: egy oras megvilagitas
elteltével mar nem detektalhatjuk a PIF3-CFP fluoreszcens jelét. (az adatok nem keriilnek

bemutatasra).

5.11 abra: A PIF3-CFP és phyB-YFP sejtmagi komplexek ko-lokalizacioja a voros
fénnyel megvilagitott csirandvények sejtmagjaban

phyB-YFP (A-D) és PIF3-CFP (E-H) molekuldk sejten beliili eloszlasat epifluoreszcens mikroszkopi képek
mutatjak kiilonb6z6 idén at vords fénnyel kezelt, 6 napos etiolalt névények sejtmagjaban. A, E: fénykezelés
nélkiil; B, F: 2 perc; C, G:1 6ra; D, H: 16 6ra voros fénykezelés. A képkivagat egy 2 perces vords
fényimpulzussal kezelt sejt konfokalis 1€ézer-pasztazé mikroszkoppal késziilt képeit mutatja be, mindkét fazids
fehérjér6l. A PIF3-CFP vords szinlinek latszik (1.); a phyB-YFP zo6ldnek (2.); a két kép egymasra helyezése
pedig sarga szinlinek latszik (3.). A képeken megjeloltiink néhany sejtmagot (sm). A képek jobb alsé sarkaban

lathat6 vonalak 10 um-nek felelnek meg.
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Az ¢el6z6hoz hasonld kisérletet végeztiink a PIF3 masik bizonyitott in vitro
kolcsonhatd partnerével, a PHYA-val. Olyan transzgénikus ndvényeket hoztunk Iétre,
amelyek a PIF3-CFP ¢és a phyA-YFP fuzios fehérjét is expresszaljadk. Az etiolalt
csirandvényekben a phyA-YFP fehérje a sejtplazméaban, mig a PIF3-CFP fehérje diffuz
festddést mutatva a sejtmagban talalhato (5.12 abra A, D kép). Egy rovid, 6t perces

5.12 abra A PIF3-CFP és phyA-YFP fehérjék ko-lokalizacioja a tavoli-voros fénnyel
kezelt novények sejtmagjaban

Epifluoreszcens mikroszkopi képek a phyA-YFP (A-C) és a PIF3-CFP (D-E) molekuldk sejten beliili
eloszlasarol. A 6 napos etiolalt csirandvényeket a mikroszkopi vizsgalat elott nem vilagitottuk meg (A, D); 2
perces tavoli-vords fényimpulzussal kezeltiik (B, E) vagy 20 oran at tavoli-vords fénnyel vilagitottuk meg (C,
F). A képkivagat egy 2 perces tavoli-vords fényimpulzussal kezelt sejt konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkdppal
késziilt képeit mutatja be, mindkét fuzios fehérjérél. A PIF3-CFP voros sziniinek latszik (1.); a phyA-YFP
z6ldnek (2.); a két kép egymasra helyezése pedig sarga szint eredményez (3.). A képeken megjeldltiink néhany
sejtmagot (sm). A képek jobb also sarkaban lathatd vonalak 10 pm-nek felelnek meg.
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tavoli-voros fényimpulzus kivaltja a PIF3-CFP-specifikus komplexek (foltok) kialakulasat és
a phyA-YFP sejtmagi importjat és komplexekben torténd felhalmozodasat (5.12 abra B, E
kép). A CFP- és YFP-specifikus pasztazd konfokalis 1€zer mikroszkopos felvételek egymasra
vetitésével lathato, hogy a sejtmagi komplexek dontd tobbsége tartalmazza mind a PIF3-CFP,
mind a phyA-YFP fehérjét (5.12 abra 1-3 kép). Huzamosabb idejii megvilagitas hatasara a
PIF3-CFP-specifikus jel eltiinése mellett a phyA-YFP sejtmagi diffuz festddés illetve
sejtmagi foltok formajaban tovabbra is megtigyelheté marad (5.12 abra C kép).

Ha tavoli-vords fény helyett vordset alkalmazunk, a phyA-YFP gyors sejtmagi
importja ¢és foltformalasa mellett a PIF3-CFP foltformalasa is megfigyelhetd. Az azonos
idépontban készitett YFP- és CFP-specifikus képek egymasra vetitésével ezuttal is lathatova
valik a két vizsgalt fehérje ko-lokalizacidja. A tavoli-vords kezeléssel ellentétben azonban
voros fény hatdsara, koriilbeliil egy ora alatt mind a phyA-YFP-, mind a PIF3-CFP-specifikus
sejtmagi festddés teljes eltlinése figyelheté meg, aminek az oka mindkét fehérje esetében a
degradacio felgyorsulasa (az adatok nem keriilnek bemutatasra).

Kovetkezd vizsgalataink sordan a PHYB esetén fent ismertetett kisérleti beallitast
alkalmaztuk a phyC, phyD, phyE és PIF3 in planta kdlcsonhatasdnak megfigyelésére. Ezt két
okbol tettiik: egyrészt ezeknek a fitokromoknak a lehetséges kolcsonhatasat PIF3-mal még
sohasem vizsgaltdk meg, masrészt a PHYD kiemelkedik e harom fotoreceptor koziil, hiszen,
mint azt az 5.5 fejezetben lattuk, szerepe van a PIF3 fényindukalt lebontasaban. Az 5.13 abra
mutatja, hogy a phyD-YFP a kisérleti koriilményeink kozott a sejten beliili eloszlés, és a
PIF3-CFP-hez viszonyulés tekintetében a phyB-hez hasonloan viselkedik. Az itt be nem
mutatott phyC-YFP szintén a phyB-hez hasonldéan viselkedik, a phyE viszont a vizsgalt
megvilagitasi viszonyok kozt nem formal mikroszkdpban jol lathato sejtmagi komplexeket,
ezért a phyE-YFP — PIF3-CFP fehérjék egyiittes lokalizaciojat kisérleti rendszeriinkben nem

tudtuk kimutatni (az adatok nem keriilnek bemutatasra).
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5.13 abra: A PIF3-CFP és phyD-YFP sejtmagi komplexek ko-lokalizicidja a voros

fénnyel megvilagitott csirandvények sejtmagjaban

phyD-YFP (A-D) és PIF3-CFP (E-H) molekulak sejten beliili eloszlasat epifluoreszcens mikroszkopi képek
mutatjak kiilonb6z6 id6én at vords fénnyel kezelt, 6 napos etiolalt ndvények sejtmagjaban. A, E: fénykezelés
nélkiil; B, F: 2 perc, C, G: 6 ora; D, H: 14 6ra vords fénykezelés. A képkivagat egy 2 perces vOros
fényimpulzussal kezelt sejt konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkoppal késziilt képeit mutatja be, mindkét fizids
fehérjér6l. A PIF3-CFP voros szintinek latszik (1.); a phyD-YFP z6ldnek (2.); a két kép egymasra helyezése
pedig sarga szinlinek latszik (3.). A képeken megjeloltiink néhany sejtmagot (sm). A képek jobb alsé sarkaban

lathaté vonalak 10 um-nek felelnek meg
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5.8 A PIF3 szerepe a PHYB “korai” és “kés6i” sejtmagi foltformalasaban

El6z6 kisérleteink eredményei a fitokromok és a PIF3 egyiittes lokalizaciojanak elso
in planta bizonyitasan til egy masik, igen érdekes jelenségre is ravilagitottak: a fitokromok
megvilagitas hatdsara két alapvetden eltérd karakterisztikdju sejtmagi komplexet formalnak.
A rovid fényimpulzus elegendé a “korai”-nak elnevezett komplexek kialakuldasahoz, ezek
azonban rovid életliek, €s huzamosabb megvilagitas hatasara felbomlanak, helyiiket az ekkor
formalodd “késéi’-nek elnevezett komplexeknek adjak at. Az 5.11-13 abrakat figyelve
nyilvanvalo kiilonbség a “korai” és “kés6i” sejtmagi foltok kozott az is, hogy a “korai”-ak
tartalmaznak PIF3-mat, a “kés6i”’-ek nem vagy csak sokkal kisebb mennyiségben. Ennek oka
az, hogy olyan hosszisagu fénykezelés hatasara, amely a “késéi” foltok formaldédasdhoz
szlikséges, a PIF3 lebomlik. A jelenség megfigyelésekor felmertilt benniink az a kérdés, hogy
a “korai” foltok PIF3 tartalma esszencialis komponense-e a foltoknak, azaz PIF3 hidnyaban
kialakulnak-e “korai” foltok. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasdhoz phyB-GFP (Kircher ¢s
mtsai, 2002) transzgénikus fehérjét expresszald pocl (PIF3 hianyos) novényeket allitottunk
el6. Ezutan Western blot analizissel olyan ndvényi vonalakat valasztottunk ki, amelyek
azonos szinten fejezik ki a phyB-GFP proteint vad tipusu illetve pocl genetikai hattérben (az
adatok nem keriilnek bemutatdsra). Az 5.14 é4bran lathat6, hogy a PIF3-CFP fehérjét
expresszalo vonalakban korabban megfigyelt phyB-YFP “korai” foltokhoz hasonl6 ‘“korai”
foltokat formal a phyB-GFP fehérje is vad tipusu hattérben. (B kép). Ebbdl a megfigyelésbol
arra kovetkeztethetiink, hogy a “korai” foltok formaldédasanak nem oka (I) a phyB-YFP és
phyB-GFP fehérjék kozti esetleges expresszidszint kiillonbség; (II) a fluoreszcens fehérjék
kiilonbozdsége és a (I11) PIF3-CFP fehérje tultermelése.

A vad tipusu hattérrel ellentétben azonban nem sikeriilt kimutatni phyB-GFP “korai”
foltokat pocl hattérben, amely nem rendelkezik kimutathaté mennyiségli PIF3-mal (5.14 4bra
F kép). Ezzel a megfigyeléssel parhuzamosan azt is észleltiik, hogy a “kés6i” phyB-GFP
foltok megjelenése a vizsgalt transzgénikus novények kozott egyaltalan nem kiilonbozott
(5.14 abra D, H kép).

Eredményeinkbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PIF3 fehérje jelenléte
elengedhetetleniil fontos a phyB-GFP altal formalt “korai” sejtmagi foltok létrejottében,

azonban nem feltétlentil sziikséges a “kés61” komplexek kialakitasdhoz.
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5.14 abra A phyB-GFP nem formal “korai” foltokat pocl csiranévényekben

Az epifluoreszcens mikroszkopos képeket 6 napos etiolalt Ws (A-D) és pocl (E-H) csirandvények
hipokotilsejtjeirdl készitettiik. A mikroszkopos felvételek készitése eldtt a ndvényeket nem kezeltiik fénnyel (A,
E) vagy 2 perc (B, F); 1 ora (C, G); 6 6ra (D, H) hosszan vilagitottuk meg vorés fénnyel. A képeken
megjeloltik a sejtmagokat (sm) és néhany kloroplasztiszt (pl). A képek jobb als6 sarkaban lathatd vonalak 10

pm-nek felelnek meg.

5.10 A PIF3 lebomlasanak kovetése luciferaz riportergén segitségével

A PIF3 fehérje el6z6kben targyalt fényindukalt lebomlasanak részletesebb vizsgalata
céljabol olyan transzgénikus novényeket készitettiink, amelyek a konstitutiv (35S),x viralis
prométer altal szabalyozva fejezik ki a PIF3-LUC fazids fehérjét. A luciferaz (LUC) enzim
viszonylag stabil fehérje, amely oxigén és ATP jelenlétében a luciferin szubsztratot oxi-
luciferinné alakitja. Ez a reakcio jellegzetes hullamhosszisagli (560 nm) foton kibocsatasaval
¢s a luciferaz enzim aktivitdsanak azonnali elvesztésével jar, de a fehérje stabilitdsdt nem
érinti (Millar és mitsai, 1992a, 1992b). Mivel in vivo méréseinknél a szubsztratot nagy
feleslegben alkalmazzuk, valamint az oxigén és ATP normalis esetben szintén feleslegben
van jelen az ¢él6 ndvényekben, ezért az érzékelt lumineszcencia intenzitasa csak az aktiv

luciferaz enzim mennyiségétdl fiigg. Gondosan megvalasztott kisérleti koriilmények esetén
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rendszeriink alkalmas a PIF3 fehérje mennyiségében bekovetkezd valtozasok — akar egyedi

csirandvény szintjén torténd — figyelemmel kdvetésére.

(35S)2x:PIF3-LUC konstrukciét hordozd csiranovényeket négy napig sotétben
neveltlink, ezutan kezdtiik el a vizsgalatainkat. Alapvetden két kiillonboz0 mérési stratégiat
alkalmazhatunk:

D “Prespray” modszer: a csirandvényeket luciferin oldattal lepermetezziik, majd a
fénykezelést és az azt kovetd lumineszcencia-mérést akkor kezdjiikk el, amikor a
novények altal kibocsatott lumineszcens jel “lecsengett”, elérte az alapszintet; azaz a
novényben felhalmozodott luciferaz mar inaktivalodott. (Ez az alapszint akkor alakul
ki, amikor az aktiv luciferaz keletkezésének és inaktivacidjanak egyensulyi allapota
létrejon.) Az ezzel a modszerrel mért jelet a transzkripcid sebessége, az mRNS
stabilitdsa és a vizsgalt fehérje termelddésének, valamint lebomlasanak sebessége,

(II) “Flash” mddszer: mintankra a luciferin szubsztratot a fénykezelés végén, kdzvetleniil
a lumineszcencia-mérés elott permetezziik. Ekkor a mért lumineszcencia értéke az
aktiv luciferaz molekulak mennyiségére utal, ami az adott pillanatban a névényben
levo PIF3-LUC fehérjék mennyiségével aranyos. Ebben az esetben tehat a méréskor a
lumineszcenciat kibocsatd aktiv luciferdz mennyisége pontosan megegyezik a
szintézis €s lebomlas sebessége altal kialakitott PIF3-LUC fehérje mennyiségével.

Meéréseink soran a “flash” modszert hasznaltuk, mert csak a PIF3-LUC fehérje mennyiségét

akartuk detektalni, és ezzel a modszerrel kikiiszoboltiik az egyéb tényezoket.

Els6 lumineszcencia-méréseink adatai szerint (5.15/A é&bra) egy Oras voOrds
fénykezelés a lumineszcenciat a kiindulasi érték 40-50%-ara (fehér oszlopok), mig harom
oras a 25-30%-ara (fekete oszlopok) csokkenti. A PIF3 lebomléasat a tavoli-vords fény a
voroshoz képest kisebb mértékben segiti eld (racsozott ill. fehér oszlopok). A tavoli-voros
fényre specifikus degradacié phyA fotoreceptortdl vald fiiggése is latszik az abran: a tavoli
vOrds fényt nem érzékelé phyA hianyos mutansban (2. minta) az egy oras fénykezelés alig
okoz lumineszcencia valtozast, mig a vad tipust ndvényben (1. minta) a csokkenés jol lathatd
(racsozott oszlopok). Mint azt az elézdekben mar lattuk, a vords fény altal okozott PIF3
lebomldst a phyA hianya nem akadalyozza meg. Elvégeztik a PIF3-LUC-specifikus
lumineszcencia kovetését vad tipust hattérben vords fénnyel tortént hat 6ras megvilagitas
alatt. Az 5.15/B abran lathatd, hogy a luciferdz aktivitas értéke a minimumat koriilbeliil két

oOra alatt éri el (a kiindulasi érték hozzavetdlegesen 20%-a), és a kisérlet végéig ez az érték
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5.15 abra A PIF3 fehérje fényindukalt lebomlasanak detektalasa lumineszcencia
segitségével

A. A kiilonboz6é genetikai hatteri (vad tipus (Col): 1; phyA-211: 2), PIF3-LUC fuzids fehérjét a (35S)y
prométer iranyitasaval kifejez6, etiolalt csirandvényeket csomokban (40-50 db/csomod) nodvesztettitk
cukormentes MS lemezen. A kiilonb6zd fénykezelések utan luciferin szubsztrattal permeteztiik le a mintdkat,
majd megmértiik az altaluk kibocsatott lumineszcenciat (,,Flash" modszer; bévebben 1. a szévegben), amit a
fénnyel nem kezelt s6tét kontroll (sziirke oszlopok) %-aban abrazoltunk. Tégla mintdji oszlopok: 1 6ra vords
fény; csikozott oszlopok: 3 6ra vords fény; racsozott oszlopok: 1 dra tavoli vords fény. A CCD kameraval 25
perces expoziciot alkalmaztunk. a hibasavok 3-3 csiranévény-csomd mért lumineszcenciajanak standard hibajat
jelentik.

B. A fenti modszerrel 4 napos etiolalt Col névényekben mértiik a PIF3-LUC fehérjék vords fény (30 umol
foton/m?/s) hatasara bekovetkezé lebomlasét az altaluk kibocsatott lumineszcencia segitségével. Az X tengelyen
a megvilagitas idétartama lathato. Minden feltiintetett értéket 3 kiilonb6z6 mérés atlagolasaval kaptunk meg, és a
megfeleld standard hiba értékeivel abrazoltuk.

C. Western blot analizissel hatdroztuk meg egy PIF3-LUC fuzids fehérjét kifejezd reprezentativ Col
vonalunkban a PIF3 és PIF3-LUC fehérjék fény altali lebomlasat (20-20 pg dssz-fehérje kivonat mintanként,
PIF3 specifikus antitest). 1: 0 perc; 2: 10 perc; 3: 30 perc; 4: 45 perc; 5: 60 perc; 6: 2 6ra; 7: 6 6ra 30 pmol/m?/s
vords fénykezelés. A nyilak a PIF3 és PIF3-LUC fehérjék csikjaira mutatnak.
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jelentésen nem valtozik. A PIF3-LUC fehérje fény altal kivaltott lebomlasat Western blot
analizissel is kovetni tudjuk (5.15/C abra). Ez a mddszer az 5.15/B abran alkalmazottnal
finomabb iddbeni felbontast tesz lehetdvé, mert a mintaszedés pillanatszeri, igy
kikiiszobolhetjiik a kameras expozicio idejének kiilonbség mérsékld hatasat. Lathatd, hogy a
fuzids fehérje degradacioja jol koveti az endogén proteinét.

A fenti adatok birtokdban megallapithatjuk, hogy keziinkben van egy olyan kisérleti
rendszer, amelyben egyszerlien és gyorsan, nagy szamu csirandvényben tudjuk megvizsgalni
a PIF3-LUC fehérje lebomlasanak sebességét. A PIF3-LUC fehérjét kifejezé novényekben
véletlen mutaciok generaldsa utan ez a moddszer felhasznalhatd olyan mutaciot hordozéd
novények izolalasara, amelyekben a PIF3 fényindukalt lebomlasa sériilt, lassabban vagy

egyaltalan nem kovetkezik be. Az 5.16 abra egy ilyen “teszt-screen”-t mutat be, amelynek

5.16 abra Szimulilt médszer a PIF3 fényindukalt lebomlisaban sériilt mutinsok

azonositasara

4 napos etiolalt, (35S),:PIF3-LUC konstrukciot hordozo transzgénikus Arabidopsis (Col) ndvényeket 3 oOrdra
vords (30 pmol/m?/s) fénybe helyeztiink, majd 2 db fénnyel nem kezelt csirandvényt helyeztiink kozéjik. A
csirandvényeket tartalmazo Petri-csészérdl ezutan a luciferaz altal kibocsatott lumineszcenciara érzékeny
kameraval 25 perces expozicios idovel készitettiink felvételt, melynek kiilonb6z6 fényesség kiiszobértékre
beallitott valtozatait az A-C képek mutatjak be. A lathato fényben késziilt D jelii képen az Gsszes csirandvény
kozott 1athatok a lumineszcens képeken beazonositott ,,mutansok”, melyeket minden képen nyilak jeldlnek.

Tovabbi magyarazatot 1. a szovegben.
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Iényege a kovetkezd: a csirandvényeket sotétben neveljiilk négy napig, majd vords fénybe
helyezziik Oket. Ekkor megindul a PIF3-LUC molekuldk lebomlasa, ami bizonyos
mutansokban a varakozasunk szerint sériilni fog. Ezekben a ndvényekben a PIF3-LUC
molekuldk szama fényben a kontrollhoz képest nem vagy lasstibb {litemben csokken, tehat
amikor a fénykezelés végén luciferinnel permetezziik le a csirandvényeket, ezek a mutans
novények a tobbinél erdsebben fognak lumineszkalni: ezeket kell a mutédcio jellemzése
céljabol a tobbi koziil kiemelniink. Az abran a megvilagitott PIF3-LUC fehérjét expresszalo
csirandvények kozé fénnyel nem kezelteket helyeztiink és ezeket, a mutansokat mimikalo
novényeket nyillal jeloltiik meg. A harom hamis szines felvétel (5.16/A-C abra) azt mutatja
be, hogy az elkésziilt lumineszcens kép fény-kiiszob értékeit valtoztatva hogyan
azonosithatok a tobbinél erdésebb lumineszcenciat mutatd egyedek. A Petri-csésze elmozditasa
nélkil készitett, lathatd fénnyel megvilagitott referencia felvételen (5.16/D abra) ezek a

novények konnyen azonosithatok és kiemelhetdk a tobbi koziil.

5.11 A PIF3 szerepe a novényi cirkadian éra miikodésében

Mint azt az Irodalmi attekintésben emlitettem, a PIF3 szerepét a novényi cirkadian ora
miikodésében jelenleg csupan egy modell valdsziniisiti. Mivel a PIF3 in vitro rendszerben
kotédik a CCA 1 promoterben talalhatdo G-boxhoz, és a PIF3 antiszensz novényekben a CCA1
mRNS szintli akut valasza csokken (Martinez-Garcia és mtsai, 2000), feltételezték, hogy a
fény a PIF3-phyB komplex révén, kdzvetleniil a molekuldris ora kdzponti elemének tartott
CCAl transzkripciojan keresztiil szabdlyozza annak miikodését. E modell kisérletes
vizsgalatara nyilt lehetdségiink akkor, amikor bona fide PIF3 hianyos mutans novényekkel
kezdhettliink el dolgozni. Elsd kisérletiinkben Martinez-Garcia és mtsai (2000) kisérletét
ismételtiik meg, antiszensz novények helyett a kimutathatdé mennyiségli PIF3-mal nem
rendelkezé pocl mutanst hasznalva. Etiolalt csirandvényeket vords fénybe helyeztiink ¢és
oranként mintat szedve meghataroztuk a CC47 mRNS szintjét. Az 5.17 abran lathato, hogy a
CCAI vords fénykezelés altal kivaltott akut valasza PIF3 deficiens mutansban — az eddigi
adatokkal ellentétben — nem mutat jelentdés csokkenést, sét a kontrollhoz képest enyhe
emelkedést tapasztaltunk. Ennek a kis kiilonbségnek a jelentdségét nehéz megitélni, ezért
tovabbra is megvalaszolatlan maradt az a kérdés, hogy a PIF3 a CCAl transzkripcid

befolyasolasaval szerepet jatszik-e a cirkadian 6ra mitkddésében.
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5.17 abra A PIF3 hianyanak hatasa a CCAI gén akut fényindukcidjara

4 napos etiolalt csiranovényeket 20 pumol/m*/s intenzitis voros fénnyel vilagitottunk meg, majd a mintikbol
0ssz-RNS-t izolaltunk. A CCAI mRNS mennyiségét RNaz protekcioval hataroztuk meg. A mintakban az
ubiquitin10 mRNS mennyiségét is meghataroztuk és adatainkat erre a konstitutiv kontrollra normaltuk. Ezt az
értéket abrazoltuk (Y tengely) a fénykezelés idétartamanak fiiggvényében (X tengely, 6ra). A hibasdvok 3

fiiggetlen kisérlet eredményeibdl szamitott standard hiba értékek.

A valaszt két megkozelitéssel kerestiik: (I) megvizsgaltuk a kimenetekként (output) miikodo
CCR?2 ¢és a CAB promoterek kifejezddését luciferaz riportergén segitségével; (II) szintén a
LUC riportergént alkalmaztuk a CCA/ gén promoteraktivitdsanak jellemzésére, figyelemmel
kovetve igy a kozponti oszcillator egyik komponensének kifejezodését. Kisérleteinket olyan,
mara mar klasszikussa valt vizsgalati koriilmények kozott végeztiik, amelyeket a cirkadian
ora vizsgalatara fejlesztettek ki (Millar és mtsai, 1992a, 1992b): a promoéter:luciferaz
konstrukciot kifejezé novényeket allandé hdmérsékleten, a nappalok és ¢jszakak (12-12 ora)
szabalyos valtakozasa kozt neveljiik, majd allando fényviszonyok ko6zé (allandd sotét: DD
vagy allando fény: LL) helyezve Oket a lumineszcencia kdvetésével az adott promoter
szabadon futd ritmusat vizsgaljuk.

Elsé kisérletsorozatunk eredményeit az 5.18 abra foglalja Gssze. A kiilonb6zd
promoter:luciferaz konstrukciot hordozo csirandvények a mérés kezdetén folyamatos vords
fénybe kertiltek. A kiindulasi modell szerint (2.8 dbra) a PIF3-nak ekkor van szerepe a
cirkadian o6ra fitokrém-specifikus fény-inputjaban. Az abrakon (5.18/A-D ébra) lathato, hogy
egyik altalunk vizsgalt output elem (CAB, CCR?2) ritmusat (periodushossz, amplitido) sem
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5.18 abra Megvaltozott PIF3 szintii transzgénikus noévények vizsgilata folyamatos
fényben

CAB:LUC (A, B panel), CCR2:LUC (C, D panel), CCA1:LUC (E, F panel) transzgéneket hordozd,
megvaltozott PIF3 szintl (poci: A, C, E; PIF3 tultermelé: B, D, F panelek) Arabidopsis csiranévényeket
neveltiink 6 napig, 12 h fény/12 h sotét fotoperidoduson. Ezt kdvetden a csirandvényeket az utolsd sotét/fény
atmenet utan alland6 fénybe helyeztiik és az altaluk kibocsatott lumineszcenciat automatizalt luminométerben
detektaltuk. A mért lumineszcenciaértékeket a mért adatok atlagara normaltuk (Y tengely) és a ZT
fiiggvényében (X tengely) abrazoltuk (Bovebben 1. Anyagok és modszerek fejezet).

Az id6-tengely alatti savok az adott iddpontban uralkodé fényviszonyokat szimbolizaljak (fehér = fény, fekete =

sOtét).
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¢érintette sem a PIF3 hianya, sem a tultermelése. Hasonld eredményt kaptunk a CCA1:LUC
konstrukciot hordozd transzgénikus ndvények altal kibocsatott lumineszcencidt kovetve
(5.18/E, F éabra).

Masodik kisérletsorozatunk eredménye az 5.19 é&bran lathatdé. Ugyanezen
riportergéneket hordozd transzgénikus csirandvények altal kibocsatott lumineszcenciat
mértiik folyamatos sotétben. Megfigyelhetd, hogy a vizsgalt gének kifejez6désének szabadon
futdé ritmusat ilyen koriilmények kozott sem befolyasolja jelentésen a PIF3 hianya vagy
tultermelése.

A promoter:luciferaz konstrukciot hordozé csirandvények vizsgélataval nyert adatok
alatamasztjak azt a kordbbi eredménylinket, hogy a PIF3 szerepe a CCAI transzkripcid
szabalyozasaban kis mértékii (5.17 abra), igy hidnya vagy tultermelése a cirkadian ora

mukodésére sincs dramatikus hatassal.



5. Eredmeények

86

16 10 —+— CAB::luc Ws
—— CAB::luc Ws 94
14 1 —=— CAB::luc PIF3-o0x
—— CAB::luc pocl 8 1
12 A
7
10 61
8 1 54
6 41
34
41
2
21 1
0 " ' ' U " ' ' !
0:00 24:00 48:00 72:00 96:00 120:00 144:00  168:00 0:00 24:00 48:00 72:00 96:00 120:00 144:00 168:00
35 2
—+— CCR2::luc Ws
34
—*— CCR2::luc pocl 151 1
2.5 1 :
24
1A
1.5 4 s
2 e Nt —+— CCR2:luc Ws
1 = 0.5
—*— CCR2::luc PIF3-o0x
0.5 7
0 1 ! ! T 0 1 1 ! T T I
0:00 24:00 48:00 72:00 96:00 120:00  144:00  168:00 0:00 24:00 48:00 72:00 96:00 120:00  144:00  168:00
4 4.5
—+— CCAl::luc Ws 4 —+— CCAl::luc Ws
351 — CCAL::lue pocl —=— CCAl::luc PIF3-0x
34
2.5 1
2
1.5 7
1 M
0.5 1
01 1 1 1 1 1
0:00 24:00 48:00 72:00 96:00 120:00 144:00 168:00 0:00 24:00 48:00 72:00 96:00 120:00 144:00 168:00

5.19 abra Megvaltozott PIF3 szintii transzgénikus novények vizsgalata folyamatos

sotétben

CAB:LUC (A, B panel), CCR2:LUC (C, D panel), CCA1:LUC (E, F panel) transzgéneket hordozo,
megvaltozott PIF3 szintl (pocl: A, C, E; PIF3 tultermelé: B, D, F panelek) Arabidopsis csirandvényeket
neveltiink 6 napig, 12 h fény/12 h sotét fotoperioduson. Ezt kdvetéen a csiranovényeket az utolsod fény/sotét
atmenet utan alland6 sotétbe helyeztiik és az altaluk kibocsatott lumineszcenciat automatizalt luminométerben

detektaltuk. A mért lumineszcenciaértékeket a mért adatok atlagara normaltuk (Y tengely) és a ZT

fiiggvényében (X tengely) abrazoltuk (Bovebben 1. Anyagok és modszerek fejezet).

Az id6tengely alatti savok az adott idépontban uralkodo fényviszonyokat szimbolizaljak (fehér = fény, fekete =

sOtét).




6. Az eredmények értékeléese 87

6. AZ EREDMENYEK ERTEKELESE

6.1 A PIF3 a fotomorfogenezisnek nem pozitiv, hanem negativ regulatora

A fitokrom-specifikus jelatvitel kutatdsanak 1j szintere tarult fel akkor, amikor
felfedezték, hogy a fitokromok aktiv formdjukban sejtmagi transzlokaciora képesek
(Sakamoto ¢s Nagatani, (1996); Kircher és mtsai, 1999). Ezzel bizonyitottd valt az a 1épés,
amelynek valamilyen forméban torténd bekovetkezése varhatd volt, hiszen a fény szabalyozta
jelatvitel kiilonbozd gének expresszidjanak megvaltozasaval valosul meg. Az az érdekes tény,
hogy a fényjelet maguk a fitokromok tovabbitjak a sejtmagba, 0j tipust jelatviteli partnerek
lehetséges szerepére hivta fel a figyelmet. Eppen ezért keltett a szokottnal nagyobb figyelmet
egy kozlemény 1998-ban (Ni és mtsai, 1998), amely beszamol egy Gjonnan azonositott bHLH
tipusu transzkripcios faktorrol, a PIF3-rol, amely a fitokroémokhoz és a fényszabalyozott
gének egy kozos promotereleméhez (G-box) egyidejiileg kapcsolodik, a fitokrém-specifikus
jelatviteli lancot ezéltal a feltételezettnél valdsziniileg sokkal rovidebbé téve. Tovabb
erdsitette ezt az elképzelést az a megfigyelés, amely szerint a PIF3 fényspecifikus jelatviteli
utak pozitiv regulatoranak bizonyult. Ugyanennek a munkacsoportnak késébbi publikécioi
(Halliday és mtsai, (1999); Martinez-Garcia €s mtsai, (2000)) tobb oldalrol is alatamasztottak
ezt a megallapitast. Annak ellenére, hogy az emlitett publikacidk igen rangos tudomanyos
szakfolyoiratokban jelentek meg, néhany alapvetd kisérleti eszk6z nem 4allt még a kutatok
rendelkezésére: (I) PIF3 hidnyos mutans, (II) teljes hosszusdgi PIF3 fehérjét kifejezd
taltermeld vonal és (III) PIF3 fehérjét felismerd antitest. Laboratériumunkban mindhdrom
hianyzo “lancszem” rendelkezésiinkre allt ahhoz, hogy jraértékeljiik a PIF3 fehérje tényleges
szerepét. A teljes hosszisagu PIF3 fehérjét magas szinten tultermeld, valamint a fehérjét
kimutathatd szinten nem tartalmazé ndvényi vonalak hipokotilmegnytlas-gatlasanak
vizsgélata egyarant arra mutatott rd, hogy a PIF3 az eddigi eredményekkel ellentétben a
fotomorfogenezisnek nem pozitiv, hanem negativ regulatora: a tultermelé ndvények vords
fényben hiposzenzitivnek, mig a PIF3 hidnyos mutdnsok hiperszenzitivnek mutatkoztak.
Hangstlyozando, hogy ez a fenotipus csak vords fényben nétt csirandvények esetében
figyelhetd meg, tavoli-vords és kék fényben nétteknél nem. (Eredményeinkhez hasonlo
fenotipus-méréseket végeztek nemrégiben Kim és mtsai (2003).) Ez azt jelenti, hogy a PIF3

nem jatszik jelentds szerepet a azokban a jelatviteli folyamatokban, amelyek a tdvoli-voros €s
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kék fény altal vezérelt hipokotilhossz-valtozasokért felelések. Fontos szerepe van azonban
azokban a voOrds fényre specifikus szignalatviteli utakban, amelyek a vords fényben nott
novényekben a legabundansabb fitokrém, a phyB irdnyitasa alatt allnak. Legfrissebb
eredményeink €s a pocl mutans vizsgalatarol korabban kozolt adatok (Halliday és mtsai,
(1999)) esetében is ellentmondast tapasztaltunk. Ez a T-DNS inszerciot hordozé mutans
novényvonal emelt P/FF3 mRNS szinttel rendelkezik, és hipokotilmegnytlasanak gatlasa
fényben hiperszenzitivitast mutat. PIF3-specifikus ellenanyaggal bizonyitottuk, hogy a kdzolt
mRNS adatokkal ellentétben a poc/ ndvények nem tartalmaznak kimutathaté mennyiségii
PIF3 fehérjét, tehat bona fide PIF3 hidnyos mutansok. gy mar érthetdvé valt, hogy a pocl
mutans esetében tapasztalt hipokotilhossz-fenotipus megegyezik az altalunk jellemzett pif3
novényekével.

Viragzasiidé-meghatarozasaink eredménye azt timasztja ald, hogy a PIF3 hidnya ezt a
fontos késdi egyedfejlodési 1épést nem befolyasolja.

Ez az 10 eredmény, amely szerint a PIF3 negativ elem a fitokrom indukalt
jelatvitelben, tobbet jelent egy aprod tévedés korrigalasanal. E tények ismeretében nehéz
feloldani azt az ellentmondast, amely a PIF3 ¢élettani hatasa és a kozott az in vitro eredmény
kozott feszil, hogy a PIF3 a fitokromok Pfr formajahoz és a G-boxhoz egyidejiileg kotodik. A
jelenleg “érvényes” modellek és ezen adataink szerint tehat ugy tlinik, mintha a Pfr forméju
fitokrém a fotomorfogenikus fejlodést a PIF3 segitségével gatolna. Mivel a kutatasok eddigi
eredményei nem tdmasztjak ala a Pfr forma fotomorfogenikus fejlédésben jatszott semmiféle

gatld szerepét, ezért a jovoben valdszintileg at kell értékelniink a PIF3 funkcionalis modelljét.

6.2 A PIF3 fehérje fényindukalt lebomlasa a fotomorfogenezis szabalyozo 1épése

Munkénk soran kimutattuk, hogy a vizsgalt ndvények sejtmagjaban a PIF3 fehérje
sotétben felhalmozddik, fényben azonban lebomlik. Adatainkbdl az is latszik, hogy a rovid
fénykezelés sem a PIF3 promoter aktivitdsat, sem a PIF3 mRNS szintet nem valtoztatja meg,
ezért valdszinii, hogy az altalunk tapasztalt fehérjeszint-csdkkenés a fokozott PIF3-specifikus
degradacio eredménye. Ezt a degradaciot a vords €s tavoli-vords tartomanyban a phyA, phyB
¢s phyD fotoreceptorok irdnyitjak. A sebességére jellemzd, hogy a PIF3 fehérje féléletideje
becsléseink szerint vords fényben minddssze 10 perc, €s ilyen koriilmények kozott 30-40 perc

alatt mennyisége a maximumrodl a detektalhatdsdg szintje ala csokken. Kiilonosen érdekessé
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valik ez a felfedezés akkor, ha tisztdban vagyunk azzal, hogy az eddigi adatok alapjan a PIF3-
nak koOzponti szerepet tulajdonitottak a fitokrém-specifikus jelatvitel szabalyozasédban
(Martinez-Garcia és mtsai, 2000; Tepperman és mtsai, 2001; Quail, 2002). Hogyan hathat a
fényspecifikus szignalatvitelben egy olyan protein, amely fény hatdsara gyorsan lebomlik?
Allaspontunk szerint a PIF3 szerepe a sotét-fény atmenetekkor torténd fiziologiai valtozasok
szabalyozasaban lehet, mig folyamatos megvilagitas esetén mas faktorok jatszanak szerepet e
jelatvitelben. A PIF3 sotétben felhalmozaddik, ez valdszinileg egyfajta “felkésziilés” a ndvény
részérdl az elkdvetkezd megvilagitasra, amelynek bekovetkeztekor a PIF3 — kézremiikodve a
jelatvitel-inicializaciéban — gyorsan lebomlik, mas, fényben stabil faktoroknak adva at a
helyét.

A PIF3 most feltart, fitokrom-specifikus fényindukalt lebontasa 11j visszacsatold tipust
szabalyozasra enged kovetkeztetni: amikor a ndvény sotétbol fényre keriil, a fitokrom
képessé valik arra, hogy a PIF3-mal kozvetlen kapcsolatba 1épjen. Ez a mozzanat a fitokrom-
specifikus jelatviteli utak fontos kezdeti 1épése lehet, viszont a fitokromok Pfr formajanak a
megjelenése elinditja a PIF3 azonnali, gyors {itemi lebontasat is. A visszacsatolas lehetséges
finombeallitasi mechanizmusaira utalnak az alabbi eredményeink:

(I) A PIF3 a phyB-hez hasonléan a phyA fotoreceptor aktiv formdjaval is képes kozvetlen
kolcsonhatasba 1épni, bar ennek a kdlesonhatasnak az erdssége gyengébb. Ha a ndvényeket
tavoli-vords fényben neveljiik, a phyA-specifikus hipokotilhossz-rovidiilés fiiggetlen a PIF3
fehérje jelenlététol. Azokban a vizsgalt mutansokban, amelyekben tavoli-vords fényben
phyA-specifikus hipokotilhossz-fenotipus megfigyelhetd (eidl, spal, fhy3), a PIF3 tavoli-
voros indukalta (tehat phyA-specifikus) lebomlasa valtozatlan (az adatok nem keriilnek
bemutatdsra), tehat a phyA a PIF3 tavoli-vordos fény altal indukalt lebontdsat és a
csiranovények novekedését mas jelatviteli folyamatok révén vezényli. A PIF3 phyA vezérelt
tavoli-vorosben torténd lebontasdnak 1jabb érdekes aspektusa az, hogy ezzel a
mechanizmussal egy olyan fehérje lebontdsa torténik meg, amely mas fotoreceptorok altal
vezérelt jelatvitelben is szerepet jatszik, igy a phyA moduldlni tudja példdul a phyB-
specifikus jelatvitelt.

(IT) Miutan bebizonyitottuk, hogy a phyA/phyB/phyD mutins ndvényben a PIF3 szintjét sem
vOros, sem a tavoli-vords fény nem befolydsolja, ezeket a novényeket kék fénnyel vilagitottuk
meg, ami a PIF3 lebomlasat okozta. Tehdt az ebben a mutinsban meglevd, kék fény

érzékeléséért felelds fotoreceptorok (cryl, cry2, photl, phot2) koziil egy, vagy esetleg tobb is
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felelos lehet a PIF3 lebontasaért. A kék és vords fényspecifikus jelatviteli utak kolcsonhatasa
az eddig kozolt eredmények alapjan valdsziniileg tobb szinten valosul meg. Az a tény, hogy a
kék fotoreceptorok olyan kaszkad-utak kiindulopontjai, amelyek egy fitokrom-specifikus
faktor lebontédsat regulaljak, ramutat a fitokromok és kék fényreceptorok altal irdnyitott

jelatviteli utak egy eddig még nem ismert “cross-talk”-jara is.

6.3 A PIF3 specialis sejtmagi fehérjekomplexek felépitésében vesz részt

Munkdénk soran bemutattuk, hogy a PIF3-GFP fehérje a két naposnal idésebb etiolalt
csirandvények sejtmagjaban felhalmozodik és diffuz eloszlast mutat. Fény hatasara sejtmagi
foltokat formal, amelyek mérete, nagysaga, és elrendezddése emlékeztet a fitokromok altal
alkotott sejtmagi fehérjekomplexekére. Bemutattuk azt is, hogy a fény hatdsara létrejovo
komplexekben a PIF3 ko-lokalizaciot mutat a fitokromokkal: voros fény hatdsara a phyA-,
phyB-, phyC-, phyD-vel, tavoli-vords fény hatdsara pedig a phyA-val. Azt is megfigyeltiik,
hogy huzamosabb idejli megvilagitds hatasara ezek a komplexek — valdszintileg a PIF3
lebomlasa miatt — felbomlanak ¢és a fitokromok az el6zdektdl eltérd szdmu és méretii Uj
komplexet formalnak, amelyek nem tartalmaznak PIF3-mat. Az el6bbi komplexeket “korai”-
nak, az utobbiakat “kés6i”’-nek neveztiik el. Eredményeinkbdl az is 1athato, hogy a fitokrémok
alkotta “korai” komplexek PIF3 hianyaban nem jonnek 1étre.

A fitokromokat tartalmazd sejtmagi komplexek funkcidjarél megoszlanak a
vélemények, mert eddig egyetlen kisérleti eredmény sem adott egyértelmii valaszt erre. A
PIF3 in vitro vizsgalata soran kialakult — az el6z0kben részletesen ismertetett — modell szerint
fény hatasara a fitokromok Pfr formaba keriilnek és a sejtmagba importalodnak. Ekkor a PIF3
képes egyidejiileg kozvetleniil kapcsolodni ezekhez a konfomerekhez és a fényszabalyozott
promoéterek G-boxahoz, igy a fényjel révid id6 alatt, néhany lépésben eljut kozvetleniil
transzkripcidés komplexhez (Martinez-Garcia és mtsai, 2000). Ezt a modellt tdmasztjak ala
azok az adatok, amelyek szerint csak a Pfr formaban levd fitokromok hoznak Iétre
mikroszkopban megfigyelhetd, karakteres sejtmagi foltokat, azok a phyB mutansok pedig,
amelyek kolcsonhatasa sériilt a PIF3-mal (Ni és mtsai, 1999), semmilyen koriilmények kozott
sem képesek ilyen sejtmagi komplexeket formalni (Kircher és mtsai, 2002). Ezt az eredményt
erésiti meg az a beszamolo is, amely szerint az aktivitasukban sériilt mutans fitokrom

molekulak sejtmagi foltalkotasa is eltér a vad tipustiakétol (Yanovsky és mtsai, 2002). Tébb
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jel utal arra, hogy ez a modell valdszintileg tobb részletében hibas. A sejtmagi foltalkotasban
sériilt phyB mutansok nem veszitették el teljes biologiai aktivitasukat, s6t egy Uj tanulmany
szerint a fitokrom-specifikus foltalkotds nem sziikséges feltétele a bioldgiai aktivitasnak
(Matsushita és mtsai, 2003). Nem szabad tehat elvetniink azt az elképzelést, hogy a
megfigyelt komplexek az inaktivva valt fitokromok gyQjtéhelyei (Vierstra, 1994).
Természetesen ezt az elméletet is gyengitik a részben mar emlitett adatok: miért csak akkor
latunk ilyen komplexeket, amikor a fitokrémok Pfr formdban vannak, illetve miért nem
alkotnak ilyeneket a funkcidjukban sériilt PHY pontmutansok? Valdszinili, hogy a valdsag
ezeknél az egyoldalu elképzeléseknél arnyaltabb: a fitokrémok aktivak lehetnek a jol
koriilhatarolhato sejtmagi komplexekben és azokon kiviil is. Ezekben az eltérd allapotokban
valosziniileg eltérd jelatviteli mechanizmusokban vesznek részt. Ezt a feltevést igazoljak egy
nemrégiben megjelent tanulméany (Chen és mtsai, 2003) eredményei, amely szerint a phyB
altal 1étrehozott sejtmagi fehérjekomplexek morfolégidja és dinamikaja az aktualis Pr/Pfr
hanyadostol fiigg. Eredményeink is ezt az elképzelést tdmasztjdk ald, hiszen az altalunk
hatdssal van. Eredményeink segithetik a komplexek funkciojanak megértését, amelyre
jelenleg tobb szalon futé kutatasok irdnyulnak (komplexizolalas, az Osszetevok
meghatarozdsa (Panigrahi és mtsai, nem kozo6lt eredmény); komplexformalasban mutans
novények azonositdsa (Chen és mtsai, 2003)). Kozelebb visz a kérdés megvalaszolasahoz az
is, ha sikeriil 6sszefiiggést talalni a PIF3 hidnya altal okozott fenotipus és a fitokrémok sériilt

sejtmagi foltalkotasa kozott.

6.4 A COP1 fehérje kettos funkcioja

Mig a fény indukalta jelatviteli utak kulcsfontossdgi 1épése egyes proteinek
degradécioja, addig a fitokrom-specifikus szignélatvitel esetében eddig kevés adat utal a
fényregulalt proteolizis meglétére. (Egyetlen emlitésre mélto kivétel talan az EID1 (Biiche és
mtsai, 2000; Dieterle ¢s mtsai, 2001), amely egy F-box fehérje és a phyA-specifikus
jelatvitelben jatszik szerepet, valoszinilileg proteoszoma-kapcsolt jelatvitel révén.) A PIF3
fehérje fény altali degradacioja és ujboli felhalmozodasa sotétben valdsziniisiti, hogy a PIF3

inaktivaciojaban a proteolizis jatszik szerepet. Ennél talan még érdekesebb, hogy a PIF3

crer
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phyD jatszik szerepet. Valdszinii, hogy a PIF3 degradéacioja a HYS transzkripcios faktoréhoz
hasonldéan a fényindukalt transzkripcido egyik fontos lépése. Van azonban egy lényeges
kiilonbség e két transzkripcios reguldtor hatdsmechanizmusa kozt: mig a HYS sotétben
lebomlik, és fényben a sejtmagban felhalmozodik, addig a PIF3 éppen forditva: sététben
halmozédik fel és fényben bomlik le. A HY5-6t a COP1 fehérje ubiquitinalja és a COP9
szignaloszoma vesz részt a proteolizisében. A cryl és cry2 kék fényreceptorok a COP1
proteinnel kdzvetleniil 6sszekapcsoldodnak a sejtmagban, igy a kék fény érzékelése soran a
COPI inaktivaldsa azonnal megtorténhet, a HYS felhalmozddasa pedig megindulhat. Ezzel
részt vesz, a PIF3 transzkripcids faktort viszont sotétben megvédi a lebomlastol. Ez
valosziniileg indirekt médon torténik: a COP1 fehérje sziikséges a szkotomorfogenezis soran
felelés. A COP1 miikodését sotétben tehat a kovetkezOképpen lehetne sszefoglalni: a COP1,
mint a fotomorfogenezis negativ regulatora, sététben gy tartja fenn a szkotomorfogenikus
fejlodést, hogy a fotomorfogenikus fejlédéshez sziikséges késobbi faktorok (HYS) szelektiv
felhalmozoddasat, amelyekre a sotét-fény atmenetkor lesz sziikség. Megallapithatjuk azt is,
hogy a PIF3 felhalmozdddsa nem sziikséges a copl/-4 mutansban ahhoz, hogy a konstitutiv
fotomorfogenikus fenotipus kialakuljon. Fontos azt is megjegyezniink, hogy kiilonb6zé COP1
mutansokban csak a PIF3 sotétben torténd felhalmozoddasa sériilt, a fény hatésara bekovetkezd
lebomlasa nem, tehat a COP1 szerepe a PIF3 felhalmozodasaban a megvilagitas kezdetekor
valészinlileg megszlinkk. Az a megfigyelésiink, hogy a COP1 két kiilonbozd
fotomorfogenikus fenotipust mutansaban (copl-4, eid6) a PIF3 fehérje sotétben bekdvetkezo
felhalmozodéasa egyarant gatolt, arra utal, hogy a COP1 PIF3 felhalmozodasat elésegitd

funkcidja fiiggetlen e fenotipusok kialakulasatol.

6.5 A PIF3 szerepe a novényi cirkadian éra mitkodésében ujraértékelésre var

Meéréseink soran az Arabidopsis cirkadidn oOra vizsgalataban altalanosan hasznalt két
output gén (CAB, CCR2) ¢és a kozponti oszcillator részének tartott CCAI gén (amelynek
promoteréhez a PIF3 in vitro kotdédni képes) Gn. szabadon futo ritmikus kifejezddését allando

sotétben ill. fényben vizsgaltuk. Eredményeinkbdl megallapithaté, hogy ezeknek a
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ritmusoknak sem az amplitudojat, sem a periodushosszat nem befolyasolta sem a PIF3 hianya,

sem a fehérje magasabb szintje. Mindezek mellett — a varakozasokkal ellentétben — a PIF3

hianyos mutans novényben a CCAI mRNS szint fényfiiggd atmeneti emelkedése sem valtozik

jelentdsen.

Ezek az eredmények az eddigi jorészt in vitro vizsgalatokon alapulé modellt nem

tamasztjdk ald: ha a PIF3 a fény-input kozponti eleme, akkor varhato, hogy a fehérje

szintjének drasztikus megvaltoztatdsa a kdzponti oszcillator mikddését és/vagy a cirkadian

ora kimeneteit érinteni fogja. Annak, hogy ez nem igy tortént, tobb oka lehet:

)

(1D

(111

(Iv)

A PIF3 in vitro koétédése a CCAI promédterének G-boxahoz in vivo nem bir
funkcionalis jelentOséggel, igy a PIF3 nem jatszik szerepet a cirkadian Ora
miikodésében. (Az eddig kozolt egyetlen in vivo adatot, amely a CCAI csokkent
mértékll fény altali indukéalhatosagarol szamol be, olyan PIF3 antiszensz ndvények
vizsgalataval nyerték, amelyekben a hipokotilmegnytlas fényspecifikus gatlasa a PIF3
hianyos mutansban tapasztalttal ellentétes irdnyu.)

A cirkadian 6ra altalunk is hasznalt, leggyakrabban vizsgalt output markergénjeinek
miikodését nem érinti a PIF3 megvaltozott expresszios szintje. El6fordulhat hogy mas,
altalunk nem vizsgalt, az 6ra mikddésének zavarara utald fenotipikus jegy arulkodik a
PIF3 és a cirkadian 6ra funkcionalis kapcsolatarol.

A PIF3 egy nagy géncsalad tagja, s arrdl is vannak ismereteink, hogy képes mas,
hasonlo6 szerkezetli transzkripcios faktorokkal heterodimereket képezni. Eléfordulhat,
hogy a megemelt PIF3 fehérjeszint nem okozza ezen dimerek funkciojanak a
sériilését, PIF3 hidnydban pedig valamely hozza hasonlé faktor veszi at a szerepét. Az
igy kialakult fenotipus annyira enyhe lehet, hogy moddszereinkkel nem tudjuk
kimutatni.

Az eddig éleszté két-hibrid rendszerben igazolt PIF3-TOCI kolcsonhatasnak
funkcionalis jelentdsége megkérddjelezhetd. Hamarosan rendelkezésiinkre allnak a
pif3/tocl dupla mutans névények, amelyek vizsgalataval remélhetéleg valaszt kapunk

majd erre a kérdésre.

Eredményeink értékelése azért nehéz, mert altaluk az eddig felallitott, sok oldalrél

alatdmasztott modell érvényessége valik kérdésessé. Mindenképpen fontosnak tartjuk

hangsulyozni, hogy eredményeink in vivo, ndvényi rendszer vizsgéalataval keletkeztek, mig az

Irodalmi attekintésben emlitett modell felépitéséhez heteroldog rendszerbdl szarmazo adatokat,
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nehezen magyarazhatd fenotipusi névényi vonalak vizsgalati adatait €s jo adag spekulaciot is
felhasznaltak. Eredményeink nem elegenddek arra, hogy alternativ valtozatokat adjunk a
PIF3-nak a cirkadian 6ra miikodésében betoltott szerepére, tobb kérdés tovabbra is nyitott
maradt. Ezek megvalaszolasdhoz a PIF3 hidnyos mutdns ndvényen elvégzett cirkadian gén-

chip analizis nytjthat segitséget a jovében.

6.6 Egy uj mutanskeresési modszer alapjai

Munkdénk soran létrehoztunk olyan transzgénikus ndvényeket, amelyek a PIF3-LUC
fuzios fehérjét a konstitutivan magas szinten expresszald (35S),x viralis promoter iranyitasa
alatt fejezik ki. Kisérleteink alapjan nyilvanvalo, hogy a PIF3-LUC fuzios fehérje lebomlasa
hasonl6 karakterisztikdt mutat az endogén PIF3 lebomlasdhoz, igy koriiltekintden
megvalasztott kisérleti rendszerben a novényekbdl szdrmazd lumineszcencia mérésével
kovetni tudjuk a PIF3 fényindukalt lebomlésat. A rendszer egy ujfajta mutanskeresési eljarast
tesz lehetdvé, amelyet kiprobaltunk. A PIF3-LUC fehérjét kifejez6 novényeket sotétben
novesztettilk négy napos korukig, majd vords fénybe helyeztiik oket, ami meginditotta a
kort, fénnyel nem kezelt novényeket helyeztiink, ezek szimbolizaltdk azokat a mutans
novényeket, amelyekben a PIF3 lebomlésa sériilt. Ezutan luciferin szubsztrattal permeteztiik
le a csiranovényeket és a luciferdz lumineszcencidjara érzékeny kameraval felvételt
készitettiink roluk. A képen jol lathatok a “vad tipust” hattérbdl fényességiik révén
kiemelkedd “mutans” novények, amelyek az etiolalt novényekre jellemzd valtozatlan
intenzitasi fényt bocsatjdk ki. Ebben a kisérleti rendszerben olyan mutansok izolalasat
varhatjuk, amelyekben (I) a PIF3 lebomlasdhoz vezetd jelatviteli ut valamely komponense
sériilt vagy (II) magaban a PIF3 molekuldban alakult ki olyan mutécio, amely a lebontédssal
szemben ellenallova teszi.

gy tehat a keziinkben van egy olyan mutanskeresési modszer, amely tjdonsaga
mellett gyorsan, nagy szamu csirandvény atvizsgalasat teszi lehetévé egy viszonylag egyszeri
fenotipus kovetésével. A mutanskeresés gyakorlati megvalositasat laboratériumunkban

megkezdtiik.
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7. OSSZEFOGLALAS

A PIF3 transzkripcios faktorrdl izoldldsa oOta igen sok adat Osszegyiilt. Ezek a

publikaciok azonban jorészt heteroldg és in vitro rendszerekbdl szarmazé adatokat kozoltek.

Munkank célja az volt, hogy a PIF3-mat foként transzgénikus Arabidopsis ndvényeket

felhasznalva, in planta vizsgéljuk.

Kisérleti eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1.

Egy T-DNS inszerciés novényi vonalat vizsgdlva bebizonyitottuk, hogy az pif3
nullmutans, tehdt nem tartalmaz kimutathaté mennyiségli PIF3 fehérjét. Ugyanezt
kimutattuk a korabban PIF3 tultermeldként leirt pocl vonalrol is. Mindezek mellett a
kordbban a szakirodalomban ko&zolt technikai nehézségek ellenére sikeriilt olyan
transzgénikus Arabidopsis novényeket létrehoznunk, amelyek a (35S).x promoter
irdnyitasa alatt fejezik ki a teljes hosszusagu PIF3 fehérjét. A tultermelés tényét Western
blot analizissel igazoltuk. A PIF3 hidnyos mutidns és a PIF3-mat tultermelé vonalak
hipokotilhossz-fenotipusanak vizsgalatdval igazoltuk, hogy a PIF3 a vizsgalt fenotipikus
jelleg tekintetében a fitokrém-B-specifikus jelatviteli utaknak a kordbban gondolttal
ellentétben nem pozitiv, hanem negativ regulatora.

Olyan transzgénikus Arabidopsis ndvényeket hoztunk 1étre, amelyek a (35S)2x promoter
irdnyitasa alatt fejezik ki a teljes hosszusagu PIF3-GFP fuziés fehérjét, amit Western blot
analizissel bizonyitottuk. A PIF3-GFP fehérjét és a PIF3-mat tOltermeld novények
fenotipus jegyei hasonldak, ami arra utal, hogy a fuzids fehérjék funkcionalis PIF3
molekulaként viselkednek. Ez a tény valdsziniisiti, hogy sejten beliili eloszlasuk is
hasonl6 az endogénekéhez. Kimutattuk, hogy a PIF3-GFP fuzios fehérje a transzgénikus
novények sejtmagjaban taldlhatd, de a detektalasdhoz a ndvényeknek egy bizonyos kort
(koriilbeliil a csirazas kezdetétdl szamitott két nap) el kell érniiik. Az epifluoreszcens
mikroszkopos vizsgéalatok soran a PIF3-GFP fehérjét az etiolalt ndvények minden vizsgalt
szovetében észleltiik, mig a fényen néttekben vagy fénnyel kezeltekben nem.
Megfigyeltiik, hogy a PIF3-GFP molekulék eloszldsa az etioldlt novények sejtmagjaban
egyenletes; rovid vords vagy tavoli-vords fényimpulzussal torténd megvilagitas hatasara
azonban jellegzetes sejtmagi foltokba koncentrdlodnak. Ezek hasonlitanak a korabban
jellemzett, fitokromok 4altal I1étrehozott sejtmagi foltokéhoz, amelyek nagy

valosziniiséggel multiprotein-komplexek megjelenési formai. A PIF3-GFP-specifikus jel a
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fényimpulzus utdn hozzavetdlegesen 30 perccel mar nem észlelhetd, fliggetleniil attol,
hogy a novényeket fényben vagy sotétben tartottuk. Ismételt sotét-inkubacid (koriilbeliil
hat o6ra) a PIF3-GFP molekuldk 0jboli sejtmagi megjelenését eredményezi az etiolalt
novényekre jellemzd diffuz eloszlassal. Egy ujabb fényimpulzussal ez a folyamat
(sejtmagi foltformalds — GFP-specifikus jel eltiinése — PIF3-GFP ujra felhalmozddasa
sOtétben) megismételtethetd. Kimutattuk azt is, hogy ezt a jelenséget a fitokrom-A ¢és mas
fitokromok szabalyozzak vords és tavoli-vords fényben.

4. A PIF3-GFP-specifikus mikroszkdpos jel eltlinésének hatterét Western blot analizissel
vizsgaltuk. PIF3-specifikus antitesteket hasznalva megallapitottuk, hogy a PIF3-GFP éltal
kibocsatott fluoreszcens jel eltlinésével parhuzamosan a PIF3 (és PIF3-GFP) fehérje
mennyisége is a detektalhatdosdg szintje ala esik, mikdzben sem a PIF3 promoter
aktivitasa, sem a P/IFF3 mRNS szintje nem valtozik. Adataink elaruljak, hogy a PIF3 vords
¢s tavoli-vords fény indukalta lebomldséért a phyA, phyB és phyD fotoreceptorok
egylittesen felelések. Megallapithatjuk, hogy a fitokromok igy egy olyan faktor
kozvetitésében miikodik kozre, tehat ezeknek a jelatviteli utaknak egy 1) szintli
szabalyozasat figyeltik meg. A fitokrom-fiiggd szignalatvitel szabdlyozasanak uj
aspektusara utal az a megfigyelésiink, hogy a PIF3 lebontasaban — eddig még meg nem
hatarozott médon — a kék fényre specifikus fotoreceptorok altal vezérelt jelatvitel is
kozremiikodik.

5. Mikroszkopos vizsgalataink soran megfigyeltiik, hogy a PIF3 in planta ko-lokalizaciot
mutat a phyA, phyB, phyC és phyD fotoreceptorokkal. Ez a kolcsonhatds fény hatasara
gyorsan kialakul, a 1étrejott jol koriilhatarolhatéd sejtmagi fehérjekomplexek azonban révid
¢letliek, valosziniileg a PIF3 degradacidja miatt felbomlanak. Huzamosabb idejii
megvilagitas hatasara a fitokromok ujra sejtmagi komplexeket formalnak, ezek azonban
utdbbiakat “késéi” komplexeknek neveztiik el. Azt is megallapitottuk, hogy a phyB
esetében a “korai” foltok kialakulasahoz a PIF3 jelenléte elengedhetetleniil sziikséges.

6. Megallapitottuk, hogy cop! mutans novényekben a PIF3 fehérje sotétben nem halmozodik
fel, fényindukalt lebomlésa azonban megtorténik. Eredményiink azért érdekes, mert bar a
COP1 fehérje E3 tipust ubiquitin ligazként kiilonbdzo faktorok lebontdsaban jatszik

szerepet, itt — ugy tlinik — egy protein felhalmozddasaért felelds. Ez a hatds valdsziniileg

crer
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PIF3 lebontasaban. Igy a COP1 hianyos mutins ndvényben ez az ismeretlen faktor
felhalmozodhat, ezzel alacsony PIF3 fehérjeszintet eredményezve. Kiilonbozd copl
allélek vizsgalata arra enged kovetkeztetni, hogy a COPl1 szerepe a PIF3
felhalmozodasaban fiiggetlen a konstitutiv fotomorfogenikus fenotipus kialakulasatol.
Eredményeink arra is ravilagitanak, hogy a cop!l fenotipus kialakuldsdhoz PIF3-ra nincs
sziikség.

7. Ugy talaltuk, hogy a PIF3 nem jatszik jelentds szerepet a CCAI gén fényindukalt akut
valaszanak kialakitasaban. Mindezek mellett a PIF3 fehérje taltermelése vagy hidnya nem
okozza a cirkadian 6ra miikodésének jelentds zavarat; tehat az a modell, amely szerint a

PIF3 a cirkadian 6ra fény-inputjanak kdzponti eleme, atértékelésre, finomitasra szorul.

utak vizsgalatara. A PIF3-LUC fuzios fehérjét a konstitutiv (35S),« promoter iranyitasa
alatt kifejezd transzgénikus novényekbdl szdrmazd lumineszcenciat megfeleld6 modon
mérve a fehérje mennyiségével aranyos jelet kapunk. Ha ezekben a novényekben spontidn
pontmutacidokat hozunk Iétre, gyorsan ¢és egyszerlien meg tudjuk taldlni azokat az
egyedeket, amelyekben a PIF3 fényindukalt lebomlasaért felelds jelatviteli utak sériiltek.
Ezekben a ndvényekben ugyanis huzamosabb megvilagitas hatasara sem fog csokkenni a
kibocsatott PIF3-LUC-specifikus lumineszcencia, utalva ezzel a le nem bomlott fehérje

jelenlétére.



8. Summary 98

8. SUMMARY

8.1 Introduction

Light plays a crucial role in the life of the vast majority of higher plants. On the one
hand it provides an energy source for photosynthesis and, on the other hand it is an important
environmental signal with impact on a wide variety of different physiological and
developmental processes from germination to flowering. The effect of light on the
development of plants is probably most strikingly demonstrated by a comparison of seedlings
grown in light or dark. A dark-grown seedling has a long hypocotyl, ending in a hypocotyl
hook, its cotyledons are small and closed, its etioplasts contains no chlorophyll: this way of
development is called skotomorphogenesis or etiolation. In contrast, light-grown seedlings
have short hypocotyls, no hypocotyl hook, opened cotyledons containing fully developed,
green chloroplasts: this way of development is called photomorphogenesis or de-etiolation.
Plants can sense the presence or absence, the wavelength, the intensity, the direction, the
duration and the diurnal rhythm of light. To monitor the light environment, plants have
evolved a series of photoreceptors characterised by the wavelength of light they perceive.

Photoreceptors of the widely used model plant Arabidopsis thaliana are listed in Table 8.1.

Table 8.1. Photoreceptors and their functions in higher plants

Wavelength of absorbed light/Receptors | Function

UV-B region: 280-320 nm

Induction of gene expression
Receptor unknown & P

Blue/UV-A region: 320-470 nm De-ctiolation, resetting the circadian clock,
Cryptochromes: CRY1, CRY2 induction of flowering

Phototropism,  chloroplast ~ movement,
Phototropins: PHOT1, PHOT2 regulation of stoma opening

Red/Far-red region: 620-750 nm
Phytochromes: PHYA

PHYB Seed germination, de-etiolation, shade
PHYC avoidance, regulation of flowering time,
PHYD resetting the circadian clock

PHYE
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Plant cryptochromes are chromoproteins with a molecular mass of 70-80 kDa showing
significant homology to bacterial DNA photolyases but lacking photolyase activity. They
carry pterin and FAD (flavin adenin dinucleotid) chromophores and absorb the blue range of
the spectrum (Lin, 2000). Upon illumination with blue light the cry2 protein shows rapid
degradation whereas the level of cryl does not change, suggesting that cry2 mediates
responses to higher and cryl, to lower fluences of blue light.

Phototropins possess two LOV (light oxygen voltage) domains, each of which binds a
FMN (flavin mononucleotid) choromophore (Christie et al., 1999). The function of the two
phototropins of Arabidopsis is redundant in stoma opening and phototropism; PHOT2
however plays a dominant role at lower blue light intensities and this photoreceptor also
seems to be responsible for the chloroplast relocation triggered by blue light (Kagawa et al,
2001; Fankhauser and Staiger, 2002).

Phytochromes (PHY) are photoreceptors that perceive red and far-red light. They are
functional in homodimers of two ~125 kDa monomers with a covalently attached linear
tetrapyrrole chromophore per molecule. There are five different phytochrome genes in
Arabidopsis, named PHYA, B, C, D, E (Clack et al., 1994) with high structural similarity.
phyA degrades quickly upon exposure to light. It is the dominant phytochrome of etiolated
seedlings and mediates responses to very low red fluences and far-red light. phyB, C, D, E are
photo-stable molecules that mediate responses to low and high fluences of red light (Furuya
and Schifer, 1996). phyB proved to be the dominant phytochrome in green seedlings and
adult plants (Sharrock and Clack, 2002).

Phytochromes are synthesised in Pr form. This inactive form can be “switched” by a
pulse of red light to Pfr form, which is the active conformer of phytochromes and the starting
point of signal transduction cascades. The Pfr form can be reverted to Pr form by far-red light
illumination. This is the phytochrome photocycle. The Pfr form spontaneously converts to Pr
form in darkness: this process is called dark reversion. In case of phyA, the Pfr form is more
unstable than the Pr form, it is therefore subject of degradation: this is the third way of
removing Pfr forms from the system. The Pr<>Pfr conversion of phytochromes never involves
100% of the available phytochrome pool. Under the effect of the actual light conditions a
certain Pr/Pfr ratio of each PHY species is established, which determines the properties of the
developing physiological response.

During the past several years it turned out that the subcellular localisation of

phytochromes has a functional role: all Arabidopsis phytochromes translocate to the nucleus



8. Summary 100

during light illumination (in Pfr form) and forms nuclear speckles in the nuclei with different
kinetics, depending on the wavelength and the intensity of light (Kircher et al., 2002). It is
probable that these speckles are multiprotein-complexes. The function of these complexes is a
matter of debate in the scientific community. Some authors think that the speckles are the
scene of phytochrome degradation (Vierstra, 1994), but these speckles are formed only when
phytochromes are in the active (Pfr) form; furthermore, mutant phytochromes defective in
light signalling cannot form speckles (but are imported to the nucleus in light) (Kircher et al.,
2002).

Examination of light-induced signal transduction cascades is the most extensively
investigated area of phytochrome research. Genetical and molecular biological approaches
have proved to be the most effective ways of this investigation. Finding and characterizing
mutants that defective in phytochrome-specific responses is the main objective of genetic
approaches. The used genetic screens implemented have helped to isolate mutants that can be
divided into two main groups:

(I) Those, which behave as if grown in dark despite the fact that they grew in light. In these
plants positive elements of photomorpogenesis are damaged. Mutants with functionally
damaged photoreceptors and damaged chromophore synthesis pathways were isolated. In one
of the first screens a mutant was isolated with functional photoreceptors but an etiolated
phenotype in light, which was called /y5 (long hypocotyls 5) (Koorneef et al., 1980). It turned
out that the mutation affects a bZIP-type transcription factor in these plants. This protein can
bind to a special element (called G-box) of the promoters of light-responsive genes and
maintain photomorhogenic development.

(IT) Those mutant plants, which show a de-etiolated phenotype even in light, are classified to
the second group. In these plants one of the genes which prevent photomorphogenesis is
mutated. One set of these mutants is called COP (constitutive photomorphogenesis). Of these,
the function of the COP1 protein is the best known: it was shown that COP1 is a protein that
confers specificity to an E3 ligase complex thus participates in the ubiquitination of the
positive components of photomorphogenic development (Hardtke and Deng, 2000). HYS is
one of the COPI1 targets: COP1 ubiquitinates HYS in dark, preventing photomorphogenic
development, whereas in the nuclei of cop/ mutant seedlings HY5 molecules accumulate,
releasing photomorphogenic development independently of the presence of light.

The goal of molecular biological approaches is to find early signalling partners of

phytochromes by using them as bait in the yeast two-hybrid system. PIF3 (phytochrome
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interacting factor 3), one of the factors physically interacting with phytochromes was found
using this method (Ni et al., 1998). PIF3 contains a sequence of 524 amino acids which forms
(1)a nuclear localisation signal (NLS), directing the protein to the nucleus, and (ii) a conserved
motif called basic helix-loop-helix (bHLH) which is responsible for the DNA-binding and the
dimerisation of the molecule. Thus, PIF3 belongs to the bHLH family of transcription factors
(Bailey et al., 2003).

Molecular properties of PIF3 were examined in the yeast two-hybrid system and in
vitro binding assays. PIF3 directly interacts with phyA and, with higher affinity, with phyB
molecules: the connection is stronger with the Pfr than the Pr forms. The interaction between
PIF3 and mutant phytochromes with damaged function is much weaker than that with wild-
type forms (Ni et al., 1998; Zhu et al., 2000). PIF3, like most members of the Arabidopsis
bHLH transcription factor family can bind DNA (Toledo-Ortiz et al., 2003): it binds with
high specificity to the G-box, a characteristic sequence motif of light-inducible promoters. In
addition it was shown that PIF3 can simultaneously bind to the Pfr form of phyB and to a G-
box in vitro (Martinez-Garcia et al., 2000).

bHLH transcription factors are functional in dimers and can heterodimerize with other
bHLH factors. PIF3 can form heterodimers with HFR1 (long hypocotyls in far-red 1)
(Fairchild et al., 2000), PIF4 (phytochrome interacting factor 4) (Toledo-Ortiz et al., 2003)
and PIL1 (PIF3 like 1).

These data radically change our view about PHY -specific signalling. The light signal
reaches the light-responsive promoter not at the end of a long signal transduction cascade but
in one step: the physiologically active phytochrome interacts with PIF3, enabling this
complex to bind to the G-box of the promoter of light responsive genes, modifying the
activity of their transcription. The specificity of the PIF3-phyB complex can be modified by
the heterodimerisation of PIF3 with other bHLH factors, conferring additional fine tuning
capability to the system (Fig 2.6).

The in vitro data were supported by the phenotype caused by changed PIF3 mRNA
levels in transgenic Arabidopsis plants. PIF3 seemed to act as a positive factor of light
induced inhibition of hypocotyl elongation (Ni et al., 1998). These data were further
supported by the results of the examination of the pocl (photocurrent 1) T-DNA insertion
mutant that shows an increased PIF3 mRNA level (Halliday et al., 1999). The regulation of
some genes, which contain G-boxes in their promoters, requires PIF3 for their proper-light

induction. Of these CCA! (circadian clock associated 1) and LHY (late elongated hypocotyl)
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are of special interest because of their special role in maintaining the plant circadian clock.
The circadian clock is an endogenous and autonomous molecular timekeeping mechanism of
living organisms. A central oscillator generates oscillations with an approximately 24 h
period length, based on negative feedback loops, regulating the expression of the output side
of the clock. On the other side of the system, a light signal can entrain the clock via
photoreceptor-dependent pathways. This fine-tuning can synchronize the rhythm generated by
the central oscillator to the changes in the length of daytime and night. CCA1 and LHY are
thought to be the components of the central oscillator, thus, according to the published model,
the binding of the PIF3-phyB complex to their promoter could be the key element of light

input to the central oscillator of the circadian clock.

8.2 Research objectives

At the beginning of our work most of the data on PIF3 had been obtained from in vitro
systems therefore one of our main aims was to obtain more details on the function of PIF3 by
using in vivo approaches. The main aims were:

l. To express full-length PIF3 and PIF3-GFP proteins in transgenic plants and examine

their biological activity.

2. To examine the phenotype of plants with altered PIF3 levels.

3. To examine the localisation of PIF3-GFP molecules under different light regimes.
4. To prove the co-localisation of PIF3 and PHY molecules in planta.

5. To examine the role of PIF3 in the light input of the circadian clock.

8.3 Methods

— Molecular cloning techniques.

- Creating transgenic Arabidopsis thaliana plants and maintaining them under sterile
and greenhouse conditions.

— Plant total RNA extraction.

- RNase protection assay.

— Total plant protein isolation, Western blotting.
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— Performing different light treatments and hypocotyl measurement of seedlings.
— Light, fluorescence and confocal microscopy.

— In vivo luciferase enzyme activity measurements in intact seedlings.

8.4 Results and discussion

1. We confirmed a T-DNA-tagged PIF3 mutant line as a null mutant by detecting PIF3
with specific antibody. The light-induced inhibition of hypocotyl elongation was stronger in
the pif3 mutant than in the wild-type seedlings and this effect was observed only during red
light treatment but not in far-red or blue light. We could produce real PIF3 overexpressor
plants despite the published cloning difficulties (Ni et al, 1998). Red light specific inhibition
of hypocotyl elongation was weaker in the overexpressor plants compared to the wild-type
controls. This conclusion was further supported by one of our surprising results: we prove
that the poc/ mutant does not contain detectable amounts of PIF3 protein, despite the high
PIF3 mRNA level previously shown in this mutant (Halliday et al, 1999). Our coherent data
on a bona fide pif3 null mutant and on confirmed PIF3 overexpressor plants contradict the
published data and suggest that PIF3 is a negative rather than a positive component of phyB-
specific photomorphogenic pathways. Our data lead to a contradiction in the proposed model
of PIF3 action: a negative factor interacts with the Pfr form of phytochromes and the G-box,
therefore it seems that the Pfr form represses photomorphogenic development. Since this
function of the Pfr form is not supported by any previous results, the function of PIF3 must be

fully revised.

2. We produced transgenic Arabidopsis plants expressing PIF3-GFP fusion proteins
under the control of constitutive 35S promoter and proved the presence of the fusion proteins
by Western-analysis. We observed that these fusion proteins function as biologically active
PIF3, thus the regulation of the intracellular partitioning of these fusion proteins is very likely

to reflect the functional properties of endogenous PIF3.

3. Using epifluorescent microscopic techniques we have shown that PIF3-GFP molecules

are localised in the nuclei of cells after plants have reached a certain age (2 days from the
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beginning of germination). The presence of the fusion protein was detected in every examined
tissue type in etiolated but not in light-grown or light-treated seedlings.

We have observed that the distribution of PIF3-GFP molecules in the nuclei of
etiolated seedlings is diffuse; after a short red or far-red pulse, hovever they form nuclear
speckles reminiscent of those formed by phytochromes after light-treatment. The PIF3-GFP-
specific signal disappears after a 30-min light pulse. This phenomenon is independent of the
applied light or dark treatment after the first pulse. The PIF3-GFP-specific signal reappears if
the illuminated plants are incubated in the dark for approximately six hours. By applying a
new light pulse, this process (speckle formation — disappearance of the GFP signal —

reappearance in the dark) can be repeated.

4. By using Western blotting analysis we proved that the reason of the disappearance of
the PIF3-GFP signal is always the disappearance of the PIF3-GFP protein, whose turnover is
similar to that of endogenous PIF3. Our results suggest that light induces faster degradation of
PIF3 and this degradation is controlled partly by phytochromes. phyA, phyB and phyD
photoreceptors are responsible for the red and far-red light-induced degradation of PIF3 and
blue light receptor(s) take part in the induction of blue light-specific degradation. Light-
induced degradation of PIF3 could represent a new level of regulation of light-specific signal
transduction pathways: the appearance of the Pfr forms of phytochromes initiates signal
transduction pathways and induces the degradation of a protein that they specifically interact
with. The blue and far-red light-induced degradation of PIF3 represents a new possible

regulatory mechanism of phyB-specific signalling.

5. We have observed co-localisation between PIF3 and phyA, phyB, phyC, phyD but not
phyE photoreceptors in planta. This interaction takes place after light illumination in nuclear
speckles, but these protein complexes rapidly disintegrate, possibly because of the
degradation of PIF3. Continued irradiation again induces speckle formation of phytochromes,
but these speckles do not contain PIF3. We termed the former “early” and the latter, “late”
speckles and observed that the presence of PIF3 is essential for phyB “early” speckle

formation, whereas it is not necessary for the formation of “late” speckles.

6. We have observed that the presence of functional COP1 protein is essential for the

accumulation of PIF3 in dark but not necessary for its light-induced degradation. Our results
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also indicate that COP1, a negative regulator of photomorphogenesis, regulates proteolysis of
two key transcription factors involved in light signalling, namely PIF3 and HYS5, in an
apparently antagonistic fashion. COP1, physically interacting with HY5, directs this protein
to the proteosome but inhibits, most likely indirectly, degradation of PIF3 in dark. We
provided evidence that PIF3 degradation is light-induced, thus we postulate that COP1 is
required to degrade one of the components of this yet unknown pathway in the nucleus during
skotomorphogenesis. Independent of the molecular mechanism, COP1 action promoting PIF3
accumulation in the nucleus in the dark can be interpreted as follows: COP1 as a negative
regulator of photomorphogenesis maintains skotomorphogenic development by inducing
selective  degradation of signalling components required at later stages of
photomorphogenesis (HY5) but promotes accumulation of signalling molecules utilised early
at the dark to light transition (PIF3), thus prepares the etiolated seedling for adapting to a new

environment.

7. We found that the role of PIF3 in the light induction of CCA/ transcription is minor
and the altered PIF3 levels do not disturb significantly the function of the central oscillator of
the circadian clock. Thus, the previously suggested role of PIF3 in the light input of the

circadian clock must be revised.

8. We designed and tested a system for the examination of light-induced degradation
pathways of PIF3. Measuring the luminescence emitted by transgenic seedlings expressing
the PIF3-LUC fusion protein under the control of the 35S promoter, we can follow changes in
the protein level without damaging the plants. After generating mutations in these transgenic
plants, we can screen for mutants with damaged light-induced PIF3 degradation pathways: the
emitted luminescence of these seedlings will not decrease after light irradiation, indicating an

unchanged PIF3-LUC protein level.
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8.5 Conclusions

Isolation and functional examination of PIF3 radically changed our view about
phytochrome-controlled signalling. According to the new model, PIF3 specifically interacts
with the Pfr form of phyB and binds to the G-box of light-responsive promoters, conveying
the light signal to the transcriptional complex in one step. We have found that the effect of
PIF3 on the photomorphogenic development of seedlings is negative rather than positive as
shown previously. Functional PIF3-GFP stays in the nucleus of etiolated and dark-adapted
seedlings, forms nuclear speckles rapidly after light illumination and co-localises with
phytochromes. PIF3 degrades quickly after light-induced speckle formation. This degradation
is controlled mainly by different phytochromes and seems to be an important regulation step
in light signalling. Our results basically contradict the previously published model of PIF3
action and invalidate the previous and widely accepted hypothesis on the function of PIF3.
Our observation regarding the importance of the COP1 protein in the dark accumulation of

PIF3 could be the starting point of further functional analysis of PIF3.
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