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BEVEZETES, ELOZMENYEK

A fény kettds szerepet jatszik a novények életében: egyrészt a fotoszintézis gépezetét
hajtd energiaforras, masrészt a kornyezet allapotardl informaciot hordozd fontos jel. A
novények a fény érzékelésére kifinomult szenzorokat, Uin. fotoreceptorokat fejlesztettek ki.
Ezekkel a receptorokkal képesek a fény meglétét vagy hianyat, hullimhosszat, intenzitasat,
iranyat, a megvilagitds id6tartamat és napi ritmusat érzékelni, és a ndvény fejlédésében,
¢lettani valaszaiban megjeleniteni. A fotoreceptorok altal szabalyozott fiziologias folyamatok
a csirazas, a csiranovények fényfliggd fejlddése, az arnyékelkeriilés, a fototropizmus, a
szintestek mozgésa, a gazcserenyilds nyitdsanak szabalyozédsa és a nappalok hosszanak
érzékelése.

Bar a fény, mint jel a novény egész ¢letére hatassal van, hatasa akkor a legfeltinbb,
ha egy faj két egyforma koru, sotétben vagy fényen nétt csirandvényének felépitését
hasonlitjuk 6ssze. A s6tétben ndtt (in. etioldlt) ndvény hipokotilja hossza, hipokotilkampdban
végzodik; sziklevelei kicsik, 0sszezartak; éretlen, klorofillt nem tartalmazé etioplasztiszokat
tartalmaz, ezért sarga szini: Osszességében a sotétben fejlodés, azaz szkotomorfogenezis
jellemzdit mutatja. Ezzel szemben a fényben nétt (Un. de-etioldlt) ndvény hipokotilja a
megnyulas gatlasa miatt rovid; a hipokotilkampd kiegyenesedett; sziklevelei szétnyiltak, és a
klorofill jelenléte miatt z6ld kloroplasztiszokat tartalmaznak: azaz a fényben fejlodés, a
fotomorfogenezis jellemz6it mutatja. Ezekben a folyamatokban a ndvény a fényjelet a
fotoszintetikus apparatustol fliggetleniil érzékeli. Ezt bizonyitjdk azok a kisérletek,
amelyekben olyan hulldmhosszi ¢és intenzitasu fényt alkalmaznak, amely elégtelen a
fotoszintetikus folyamatok szdmara, a de-etiolaciora jellemzd morfoldgiai jegyek mégis
kialakulnak.

A fény érzékelésének receptorait az érzékelt fény hullamhossza alapjan rendszerezziik

(1. tablazat).



1. tablazat Az Arabidopsis fotoreceptorai

Az érzékelt fény hullamhossza/Receptor Funkcio

UV-B: 280-320 nm

A receptor(ok) ismeretlen(ek) génexpresszid kivaltasa

UV-A/Kék: 320-470 nm

Kriptokromok: CRY'1, CRY?2 de-etiolacid, cirkadian ora beallitasa,
viragzasindukcio
Fototropinok: PHOT1, PHOT2 fototropizmus, kloroplaszt mozgasok,

gazcserenyilas-nyitds szabalyozasa

Voros/Tavoli-voros: 620-750 nm

Fitokromok :PHYA

PHYB csirdzas, de-etiolacio, arnyékelkeriilés,
PHYC viragzasindukcid, cirkadian ora beallitasa
PHYD

PHYE

A fitokromok (PHY) a voros és tavoli-voros fény érzékeléséért felelds fotoreceptorok.
Hozzéavetdlegesen 125 kDa-os monomerekbdl allé6 homodimerek formdjaban funkcionalisak,
amelyek mindegyikéhez kovalens kotéssel linearis tetrapirrol kromofor kotddik.
Arabidopsisban 6t fitokrém gén ismert: PHYA, B, C, D, E, amelyek egymashoz igen magas
fokt homologidt mutatnak. A fény hatasara gyorsan lebomld phyA az etioldlt novények
dominans fitokromja, amely a nagyon alacsony intenzitasi voros és a tavoli-vords fény altal
kivaltott valaszok kozvetitéséért felel. A phyB, C, D, E fény-stabil molekuldk, amelyek az
alacsony és magas intenzitasi vords fény receptorai. A de-etiolalt csirandvények és a felnott
novények dominéns fitokrémja a phyB.

A fitokromok az un. Pr forméban szintetizalodnak. Ez az inaktiv forma vords fény
hatasara Pfr formavéa alakul, amely a fitokromok aktiv konfomerje és a jelatviteli utak
kiindulopontja. Tavoli-vords sugarzas a Pfr—Pr konverziot valtja ki. A PrePfr atalakulés
sohasem érinti a rendelkezésre 4ll6 fitokrom mennyiség 100%-at: a fennallo fényviszonyok
altal kialakitott Pr/Pfr arany az élettani valasz természetét hatarozza meg.

Az elmult évek kutatasai kideritették, hogy a fitokrémok sejten beliili lokalizacidjanak
¢lettani szerepe van: az Arabidopsis minden tipusu fitokromja megvilagitas hatasara (Pfr

formaban) a sejtmagba importalodik és a fény hullimhosszatol és intenzitasatol fliggd modon



sejtmagi foltokat formal. Valoészinli, hogy ezek a mikroszkdpban lathatdo foltok
Egyes szerzok szerint a fitokrém lebontas szinterei, de azok a megfigyelések, amelyek szerint
a fitokromok csak Pfr formaban formalnak ilyen komplexeket, tovabba a jelatvitelben sériilt
mutansok a sejtmagi importjuk ellenére sem tomoriilnek komplexekbe, ellentmondanak
ennek.

Napjainkra az is nyilvanvalova valt, hogy a fotoreceptorok bonyolult jelatviteli
halézatok kiinduldpontjai, amelyek miikddése véltozasokat eredményez bizonyos gének
kifejez6dési mintdzatdban. A fotobioldgiai kutatdsok legintenzivebben vizsgalt teriilete a
fényspecifikus jelatvitel. Ennek a folyamatnak a bonyolultsdgat jelzi, hogy a benne
kozremitkodé komponensek listaja honaprél-honapra boviil. Ez a kutatomunka jelenleg két 6
szalon fut:

A genetikai alapu megkozelitéssel olyan mutdnsokat azonositottak, amelyekben a

fitokrém-valaszok sériiltek. Az elsdként azonositott mutdnsokat az aldbbi két csoportba
soroltak:

(I) Azok a novények, amelyek fényben nevelve ugy néznek ki, mintha sététben néttek volna.
Ezekben a ndvényekben a fotomorfogenezis pozitiv elemei sériiltek. Egy résziikrdl kideriilt,
hogy a fotoreceptor-gének funkcidvesztéses mutacidja miatt nem érzékelik a fényt. Olyan
mutansokat is talaltak, amelyekben a fitokrémok kromoforjanak szintézise sériilt.
Azonositottak egy, a fotomorfogenikus fejlédésre pozitiv hatdsu transzkripcids faktort, a
HY5-6t (long hypocotyl 5) is.

(I A mutans novények masik csoportjaba azok tartoznak, amelyek fény hianyaban is de-
etiolalt fenotipusuak. Ezek a csirandvények tehat ugy néznek ki, mintha allanddéan fényben
nénének. A benniik mutaciot szenvedett gének olyan fehérjéket kodolnak, amelyek sotétben
megakaddlyozzdk a ndvények fotomorfogenikus fejlodését, igy fenntartjak a
szkotomorfogenezist. Az azonositott —mutdnsok kozil a COPl  (constitutive
photomorphogenesis 1) fehérje funkcidjat ismerjiik a legteljesebben. Kimutattdk, hogy a
COPI1 fehérje egy E3 tipusti ubiqutin ligaz-komplex részeként mitkddik a sejtmagban és
ennek a komplexnek a specificitdsdt adja meg: segitségével torténik a fotomorfogenezis
pozitiv komponenseinek ubiquitinnel torténd megjelolése. Ezeknek a fehérjéknek a lebontasa
a COP9 szignaloszoma kozremiikodésével a 26S proteoszoma révén kovetkezik be
Megfigyelték, hogy a COPI1 fehérjék kozvetlen kdlcsonhatisa a HYS fehérjékkel a HYS

molekuldk ubiquitindcidjat eredményezi. Ezen mechanizmus révén torténik meg a



fotomorfogenezis egyik kozponti szerepli pozitiv faktoranak COP1-fiiggd lebontasa sotétben,

amely folyamat a szkotomorfogenikus fejlodés dontd fontossagt 1épése.

A molekuléris bioldgiai megkozelitések 1ényege, hogy éleszté két-hibrid rendszer
felhasznalasaval fitokromokkal kolcsonhato fehérjéket keresnek, remélve, hogy igy a
jelatvitel korai szakaszara deriilhet fény. Ezzel a moddszerrel azonositottak a PIF3
(phytochrome interacting factor 3) nevii, fitokrémmal kdlcsonhatasba 1€pd fehérjét. A PIF3
524 aminosavbdl all és kettd jol korlilhatarolhato régiot tartalmaz. A legerdsebb hasonldsagot
mar ismert fehérjékkel a bHLH (basic helix-loop-helix) motivum mutatja. Ennek bazikus
aminosavakat tartalmaz6 része a molekula DNS kotésének a specificitasaért, mig a hélixek a
dimerizacioért feleldsek. A PIF3-mat e motivum megléte miatt a bHLH tipusu transzkripcios
faktorok  csaladjaba  soroltdk  be, amelynek  Arabidopsisban, a  legfrissebb
szekvenciaelemzések szerint, 162 tagja ismert. A bHLH doménnel atfedésben taldlhatd egy
klasszikus felépitésii, két részbol allé (un. ,bipartite”) NLS. Ez a nuklearis lokalizacios
szigndl a felelds a PIF3 sejtmagba torténd importjaért.

A PIF3 protein tulajdonsagait in vitro kotési kisérletekben és élesztd két-hibrid
rendszerben vizsgaltak. A PIF3 kolcsonhatasba 1ép a phyA, és nagyobb erdsséggel a phyB
molekulakkal, specifikusan kotédve a fitokromok Pfr formajahoz. Azt is megfigyelték, hogy a
PIF3 a vad tipusu fitokromokkal erésebb kapcsolatot alakit ki, mint funkcidjukban sériilt
mutans fitokromokkal. A PIF3 a —legtobb bHLH tipust transzkripcios faktorhoz hasonléan —
képes a DNS kotésére: specifikusan a fényindukalhatd gének nagy részének promoterében
talalhatd G-boxhoz kotddik. Azt is kimutattak, hogy a PIF3 in vitro egyiittesen kotédik a G-
boxhoz és a phyB Pfr formdjahoz.

A DbHLH domént tartamazdé transzkripciés faktorok dimerek formajaban
funkcionalisak és heterodimereket formalhatnak mas, hasonl6 szerkezetii faktorokkal. A PIF3
heterodimerek formalasara képes a PIF4, HFR1 (long hypocotyl in far-red 1) és PIL1 (PIF3
like 1) bHLH tipusu faktorokkal.

Ezek az adatok gyokeresen megvaltoztattak elképzeléseinket a fitokroémoktol kiinduld
jelatviteli utak felépitésérél. A fény-jel a fény altal szabalyzott gén promoterét nem egy
hosszi sokkomponensti jelatviteli lanc végén, hanem egyetlen 1€épésben éri el: az élettanilag
aktiv form4ju fitokrom kolesonhatasba keriil a PIF3 transzkripcios faktorral, ez a komplex a
gének promoterében talalhatdé G-boxhoz kapcsolédva megvaltoztatja a transzkripcidjukat. A
PIF3-phyB komplex specifitisat a PIF3 heterodimerizacidja mas bHLH faktorokkal

modosithatja, lehetové téve a rendszer finomhangolasat.



Az in vitro adatokat aldtdmasztottdk a megvaltozott PIF3 mRNS szintli ndvények
vizsgalataval nyert fenotipus adatok: a PIF3-mat a fényindukélt hipokotilhossz megnyulas
gatlasanak pozitiv hatasu faktoraként jellemezték. A pocl (photocurrent 1) T-DNS inszercios
mutans, amely emelt PIF3 mRNS szinttel rendelkezik, vizsgélata is alatamasztotta ezt a
megallapitast. Bizonyitott, hogy vannak olyan, a promoéteriikben G-box motivumot tartalmazo
gének, amelyek fényindukalt kifejezOdésé¢hez sziikséges a PIF3. Kiemelkedik koziilik a
CCAI (circadian clock associated 1) és az LHY (late elongated hypocotyl), melyek a névényi
cirkadian 6ra miikodésében jatszanak szerepet. A cirkadian ora az él6 szervezetek endogén és
autonom molekuléaris iddméré mechanizmusa. A kozponti oszcillator negativ visszacsatold
korok segitségével hozzavetdlegesen 24 oras ritmust general, igy szabalyozva az ora kimeneti
oldalat. A rendszer bemeneti oldalan keresztiil a cirkadian 6ra fénnyel torténd beallitdsa a
fotoreceptorok kozremiikodésével torténik meg. Mivel a CCAl-et és az LHY-t a kdzponti
oszcillator részének tekintik, a PIF3-phyB komplex kapcsoldodasa a promoteriikhoz a

cirkadian ora fény inputjanak kulcsfontossadgu eleme lehet.

CELKITUZESEK

Mivel munkank megkezdéséig a PIF3-rol kozolt adatok dontd tobbségéhez in vitro
kisérletek révén jutottak hozza, ezért vizsgalatainkat in vivo rendszerben akartuk elvégezni.

Az alabbi fobb célokat tliztilk magunk elé:

1. A teljes hosszusagu PIF3 fehérje és a PIF3-GFP fuzids fehérje kifejeztetése transzgénikus
novényekben ¢és a fuzios fehérje biologiai aktivitasdnak igazolasa.

2. Fenotipusvizsgalatok megvaltozott PIF3 szintli novényekkel.

3. A PIF3-GFP molekuldk kiilonb6z6 fénykezelések hatadsara bekovetkezd sejten beliili
lokalizacigjanak vizsgélata.

4. A PIF3 ¢és fitokrom molekuldak ko-lokalizaciojanak igazolasa ndvényi rendszerben (in
planta).

5. A PIF3 szerepének vizsgalata a cirkadian ora fény-inputjaban.



1.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Molekularis klonozasi technikak,

Transzgénikus Arabidopsis thaliana ndvények eldallitasa és nevelése steril és
iiveghazi koriilmények kozott,

Noveényi 6ssz-RNS tisztitas,

RNaz protekcios analizis,

Novényi Ossz-fehérje tisztitas és Western blot analizis,

Fénykezelések kiilonb6z6 hullamhosszi és intenzitastt fénnyel €s hipokotilhossz
meéres,

Fény, fluoreszcens ¢és konfokalis mikroszkopia,

In vivo luciferdz enzimaktivitds meghatarozds CCD kameraval és automatizalt

luminométerrel

EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

Egy T-DNS inszercidos ndvényi vonalat vizsgalva bebizonyitottuk, hogy az pif3
nullmutans, tehat nem tartalmaz kimutathatdé mennyiségli PIF3 fehérjét. Ugyanezt
kimutattuk a korabban PIF3 tultermeldként leirt pocl vonalrdl is. Mindezek mellett a
korabban a szakirodalomban kozolt technikai nehézségek ellenére sikeriilt olyan
transzgénikus Arabidopsis novényeket létrehoznunk, amelyek a (35S),x promoter
iranyitasa alatt fejezik ki a teljes hosszsag PIF3 fehérjét. A taltermelés tényét Western
blot analizissel igazoltuk. A PIF3 hidnyos mutans ¢és a PIF3-mat tultermeld vonalak
hipokotilhossz-fenotipusadnak vizsgalataval igazoltuk, hogy a PIF3 a vizsgalt fenotipikus
jelleg tekintetében a fitokrom-B-specifikus jelatviteli utaknak a korabban gondolttal

ellentétben nem pozitiv, hanem negativ regulatora.

Olyan transzgénikus Arabidopsis ndvényeket hoztunk 1étre, amelyek a (35S),x promoter
iranyitasa 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 fuzids fehérje a transzgénikus
novények sejtmagjdban taldlhato, de a detektdlasahoz a ndvényeknek egy bizonyos kort
(koriilbelill a csirazas kezdetétdl szamitott két nap) el kell érnitik. Az epifluoreszcens
mikroszkdopos vizsgélatok sordn a PIF3-GFP fehérjét az etiolalt ndvények minden vizsgalt

szovetében észleltiik, mig a fényen ndttekben vagy fénnyel kezeltekben nem.

. Megfigyeltiik, hogy a PIF3-GFP molekuladk eloszlasa az etiolalt ndvények sejtmagjaban
egyenletes; rovid vords vagy tavoli-vords fényimpulzussal torténd megvilagitas hatésara
azonban jellegzetes sejtmagi foltokba koncentralodnak. Ezek hasonlitanak a korabban
jellemzett, fitokromok 4&ltal létrehozott sejtmagi foltokéhoz, amelyek nagy
valészintiséggel multiprotein-komplexek megjelenési formai. A PIF3-GFP-specifikus jel a
fényimpulzus utdn hozzavetdlegesen 30 perccel mar nem észlelhetd, fliggetleniil attol,
hogy a novényeket fényben vagy sotétben tartottuk. Ismételt sdtét-inkubacid (koriilbeliil
hat 6ra) a PIF3-GFP molekuldk jboli sejtmagi megjelenését eredményezi az etiolalt
novényekre jellemzo diffuz eloszlassal. Egy ujabb fényimpulzussal ez a folyamat
(sejtmagi foltformalas — GFP-specifikus jel eltlinése — PIF3-GFP ujra felhalmozodasa
sOtétben) megismételtethetd. Kimutattuk azt is, hogy ezt a jelenséget a fitokrom-A €s mas

fitokrémok szabalyozzak vords és tavoli-vords fényben.

. A PIF3-GFP-specifikus mikroszkopos 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 detektdlhatdsdg szintje ala esik, mikdzben sem a PIF3 promoter
aktivitasa, sem a PIFF3 mRNS szintje nem valtozik. Adataink elaruljak, hogy a PIF3 voros
¢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) szintll
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

kozremikodik.



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 tujra sejtmagi komplexeket formalnak, ezek azonban
az elébb emlitettdl eltéré morfologidjuak és Osszetételiiek. Az eldbbieket “korai”, az
utobbiakat “kés6i” 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 halmozddik
fel, fényindukalt lebomlasa azonban megtorténik. Eredményiink azért érdekes, mert bar a
COPI1 fehérje E3 tipust ubiquitin ligdzként kiilonboz6 faktorok lebontasaban jatszik
szerepet, itt — ugy tlinik — egy protein felhalmozddasaért felelds. Ez a hatas valdszintileg
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

szlikség.

7. Ugy talaltuk, hogy a PIF3 nem jatszik jelentds szerepet a CCA/ gén fényindukalt akut
valaszanak kialakitasaban. Mindezek mellett a PIF3 fehérje taltermelése vagy hianya nem
okozza a cirkadian 6ra mitkkddésének jelentds zavardt; tehat az a modell, amely szerint a

PIF3 a cirkadian ora fény-inputjanak kozponti eleme, atértékelésre, finomitasra szorul.

crer

utak vizsgalatara. A PIF3-LUC fuzios fehérjét a konstitutiv (35S),« promoter iranyitasa
alatt kifejezd transzgénikus novényekbdl szdrmazod 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 novényekben ugyanis huzamosabb megvilagitas hatdsara sem fog csokkenni a



kibocsatott PIF3-LUC-specifikus lumineszcencia, utalva ezzel a le nem bomlott fehérje

jelenlétére.
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