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1.BEVEZETO

A széarazfoldi novényeknek kiemelkedden fontos, hogy alkalmazkodni tudjanak az dket
koriilvevd, folyton valtozd kornyezethez. A kedvezd hatdsokat minél jobban ki kell hasznalniuk
annak érdekében, hogy fejlédésiik, novekedésiik optimalis legyen. Emellett a kedvezétlen, akar
karos hatdsu koriilmények ellen védekezniiik kell, hiszen ezeket aktiv helyvaltoztatdé mozgasi
képesség hianyaban képtelenek elkeriilni. A ndvények szamara az egyik legfontosabb kdrnyezeti
tényez0 a Fold felszinét elérd napfény, pontosabban annak mindsége ¢és mennyisége.
A fénykoriilmények nyomon kdvetése kiemelten fontos, mert a fény kettds szerepet jatszik a
novények éEletében: a fotoszintetikus folyamatok meghajtdsa révén energiahoz juttatja a
névényeket, masrészrél éppen az életfolyamatok optimalizalasa érdekében, a novények a fényt
jelként is érzékelik. A valtozo fénykoriilmények nyomon kovetése érdekében a ndvények szamos
fényérzékeld fehérjét, fotoreceptort hasznalnak, melyek 6sszességében a napsugarzasbol szarmazo
fény majdnem teljes spektralis tartomanyat képesek érzékelni. A receptorok segitségével a
novények atfogod képet kapnak a megvilagitas intenzitasarol, hullamhossz-0sszetételérdl, iranyarol,
id6tartamarol, napi ritmusarol. Ezek az informacidok a novények minden fejlodési szakaszaban
segitséget adnak ahhoz, hogy fiziologiai folyamataikat az adott fényviszonyoknak megfeleléen
optimalizaljak. A fotoreceptorok a ndvények élettani folyamatainak tobbségét befolyasoljak,
ilyenek példdul a csirazéds, a csirandvények fejlodése, a fototropizmus, az arnyékkeriilés, a
szintestek mozgasa, a gazcserenyilasok szabalyozasa, valamint a nappalok hosszanak érzékelése
(Sullivan és Deng, 2003). A novények szamara a fény fontossaga a génkifejez0dés szintjén is
megnyilvanul, ugyanis a fehér fény a ladfii (Arabidopsis thaliana) modellnévényben a genom
koriilbeliil 10-30 %-anak az expresszidjat befolyasolja (Ma és mtsai., 2001). Mindezek alapjan
joggal valt az utobbi idok népszerli kutatési teriiletévé a fotoreceptorok jelatviteli folyamatainak
vizsgalata, ezen belill is egyre intenzivebben kutatott teriilet a kiilonbdz6 szovetekben lejatszodo
részfolyamatok felderitése. Bonyolult, egymassal is 0sszefliggd jelatviteli lancolatok biztositjak a
gyors, preciz valaszreakciok 1étrejottét a valtozd fénykorilményekre, amelyek részleteinek
megismerése segit jobban megérteni a teljes fényjelatviteli halozat miikodését.

A napfény része az ultraibolya (UV = ultraviolet) tartomany, amit harom részre osztanak:
a legrovidebb hullamhosszisaga tartomany az UV-C (100-280 nm), ezt koveti az UV-B
(280-315 nm), majd pedig az UV-A (315-400 nm). Az UV-B sugarak nagy része annak ellenére
eléri a Fold felszinét, hogy jelentds részét a sztratoszférikus 6zonréteg elnyeli. Az UV-C sugarak
egyaltalan nem jutnak el a Fold felszinére, mig az UV-A tartomanyba es6 sugarakat nem nyeli el az
ozonréteg. Az UV-B sugarzas, dozistol fiiggéen, valtozatosan képes hatni a ndvényekre.

Nagy energiatartalmanak koszonhetd karositd hatasa miatt konnyen képes stresszvalaszokat



kivaltani, makromolekuldkat roncsolni (Hollosy, 2002). Kisebb doézisban azonban az UV-B
sugarzas szamos jelatviteli folyamatot képes szabalyozni akut karok okozasa nélkiil. Ezek a
folyamatok leginkabb novekedéssel kapcsolatos valaszok, valamint fénystressz elleni (akar
megelézé céli) akklimacids, vagy hosszabb tavon adaptacids folyamatok részei. Az UV-B
sugarzas altal, karokozastol fliggetleniil elinditott jelatviteli folyamatokban kulcsszerepet jatszik az
UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVRS8) fehérje, amit 2011-ben UV-B specifikus fotoreceptorként
azonositottak (Rizzini és mtsai., 2011).

Az UVRS fotoreceptorral kapcsolatban rovid id6 alatt szdmos 1j informdci6 sziiletett,
ennek ellenére miikddésével €s az altala irdnyitott jelatviteli rendszerrel kapcsolatban még mindig
sok a megvalaszolatlan kérdés. Az UVR8 megtalalhat6 a feln6tt Arabidopsis minden szervében
(Rizzini és mtsai., 2011), de szoveti szintii eloszlasanak és expresszios szintjének preciz vizsgalata
nem tortént meg mostanaig, ezért munkankban ezek felderitésére kiemelt hangstlyt fektettiink.
Ezen talmenden célul thztiik ki az UVRS altali szabalyozas alatt allo jelatviteli utak tér- és idobeli
vizsgalatat is. A szoveti autonomidra vonatkozd vizsgdlatokhoz egyre szélesebb korben
alkalmaznak korabban jellemzett, kiilonboz6 szovetekben miikddé promotereket, melyek
segitségével transzgenikus ndvényekben in vivo végezhetbek ilyen célu kisérletek. Munkank soran
ilyen promotereket is alkalmazva azt vizsgaltuk meg, hogyan alakul az UV-B altal vezérelt
jelatviteli utvonalak 0sszefonddasa, vagy éppen szétvalasa. Mindezeket a vizsgalatokat kiilonb6z6
szervekre, szOvetekre vonatkoztatva is elvégeztik, hogy részletesebb képet kapjunk az UVRS altal

vezérelt jelatviteli haldzatrol.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1 Fényérzékelo fehérjék a novényekben

A fény olyan hulldmhosszisagu tartomanyba esd elektromagneses sugarzds, amit az
emberi szem érzékelni tud (390-750 nm) (1. abra). Az ember szamara az ultraibolya sugarak
lathatatlanok, ezért definici6 szerint erre a tartomanyra nem fényként, hanem sugarzasként
hivatkozunk. Mig a Fold 1égkore kiszliri az UV-C sugarakat, addig az UV-B nagyobb része,
valamint az UV-A sugarak teljes mértékben atjutnak a légkoron. A ndvények ezt a két tartomanyt
is képesek érzékelni.

A fény kiemelten fontos kdrnyezeti tényezd a névények szamara, mivel a fotoszintézishez
energiat biztosit, ugyanakkor a til erés fény szabadgyokok felszabaditdsa révén a szerves
makromolekulak karosodasat okozhatja (Ksas és mtsai., 2015). Eppen ezért létfontossagt, hogy a
novények alkalmazkodni tudjanak az allandéan valtozo fénykorilményekhez. Ennek érdekében
szamos fotoreceptoruk segitségével képet alkotnak a kornyezetik fénykoriilményeirdl, ennek
segitségével optimalizaljadk a novekedésiiket, fejlodésiiket, szaporodasukat befolyasold
folyamatokat. A novényi fényérzékeld fehérjékrdl (fotoreceptorokrol) altalanosan elmondhato,
hogy kevés kivételtdl eltekintve a kovetkezd tulajdonsagok jellemzik Oket: fény (és/vagy
UV sugarzas) hatasara fényelnyel6 kromoforjuk altal valamilyen visszafordithato valtozas torténik
a szerkezetiikben, aminek kovetkeztében legalabb egy jelatviteli lanc miikodését képesek
befolyasolni. A fotoreceptorok jelatviteli folyamatai altalaban a sejtmagban indulnak el (Ziegler és
Moglich, 2015).

A novények szamara legfontosabb informaciokkal a napfény vords/tavoli vords, kék,
illetve UV-B tartomanyba es6 sugarai szolgalnak. Arabidopsisban a vords és tavoli voros fényt
érzékel6 fotoreceptorok a fitokromok (phyA-phyE) (Schifer és Bowler, 2002; Bae és Choi, 2008),
a kék és UV sugarzast érzékelok a fototropinok, kriptokromok, tovabba a Zeitlupe (ZTL)
receptorcsalad tagjai (Briggs, 2007). Az UV-B sugarak érzékeléséért leginkabb az UVRS nevii,
nemrég felfedezett UV-B receptor a felelés (Rizzini és mtsai., 2011).

A voros/tavoli-vords tartomanyban (600-750 nm) miikodd fitokromok hisztidin-kinaz
motivumot tartalmazod dimer fehérjék, melyek fényérzékenységéért a kovalensen kotott
fitokromobilin kromofor oldallanc felelés. A fitokromok fénykapcsolokként mitkddnek, a kapcsolod
két allasa, vagyis a biologiailag aktiv és inaktiv forma kozti valtast (konformacids valtozas a
molekula szerkezetében) a fitokromokat éré fény mindsége iranyitja: a fitokroémok biologiailag
inaktiv forméaban vannak jelen a citoplazmaban sotétben és tavoli vords fényben, ez a vords fényt

elnyeld forma a P, (abszorpcids maximuma: Amax=660 nm). A biologiailag aktiv, tavoli voros fényt



elnyelo forma a Py (abszorpcios maximuma: Amg,=730 nm), ami pedig a sejtmagba vandorolva,
transzkripcios faktorokkal egyiittmitkodve fejti ki hatasait (Nagy és Schafer, 2002; Kevei és mtsai.,
2007). Arabidopsisban a fitokromokat 6t gén kodolja: PHYA, PHYB, PHYC, PHYD, PHYE. Az
otféle fehérje kozott szerkezetiiket tekintve csak kicsi az eltérés, mégis mas-mas funkciokat latnak
el (Li és mtsai., 2011). Az l-es csoportba tartozd phyA legfontosabb feladata a
szkotomorfogenezisbdl (fejlodési program sotétben) a fotomorfogenezisbe (fejlédési program
fényben) torténd atlépés elinditasa (Casal és mtsai, 2014). A ll-es csoportba a tobbi fitokrom
tartozik (phyB-E), ezek a phyA-hoz képest sokkal stabilabbak fényben. Tobbek kozott a
csirandvények novekedésében, a zoldiilésben, a szar megnyulasaban, a viragzas szabalyozdsaban és
az arnyékkertilési folyamatok iranyitasaban vesznek részt (Li és mtsai., 2011).

A kék (390-500 nm) és az UV-A (320-390 nm) tartomany legfontosabb novényi
receptorai a kriptokrémok (CRY1, CRY2) és a fototropinok (PHOT1, PHOT?2). A kriptokromok
elsésorban az UV-A, vagy a kék fény altal kivaltott zoldiilési folyamatokat, fototropikus, vagyis a
fény iranyatol fiiggé novekedési valaszokat, viragzast iranyitanak (Ahmad és mtsai., 1998).
A szerkezeti hasonlosag ellenére a kriptokromokra is jellemzd, hogy eltéréen mitkddnek bizonyos
folyamatok szabalyozasaban: mig a hipokotil megnyulas gatlasaban mindkét kriptokrém részt vesz
(Ahmad és mtsai., 1998; Ahmad és mtsai., 2002), addig a virdgzas idejét a CRY2 képes
befolyasolni, a CRY1 viszont egyaltalan nem (Guo és mtsai., 1998). N-terminalis végiikon fotoliaz-
szerii doménnel rendelkeznek, ehhez a régidhoz kot a FAD (flavin adenine dinucleotide) és az
MTHEF (flavin plus either methenyltetrahydrofolate) kromofor. C-terminalisukon egy szerin/treonin
kinaz jellegii elem talalhato (Lin és Shalitin, 2003). Sotétben zart konformaciéban vannak, majd
fény hatasara konformacios valtozason esnek at, aminek kovetkeztében sajat magukat foszforilaljak
(Bouly és mtsai., 2003; Shalitin, és mtsai., 2003; Liu és mtsai., 2017). Ennek hatasara szabadda
valik az N-terminalis végiikon 1évé elem, ami azért felelés, hogy kolcsonhatasba Iépjen a
receptorok altal szabalyozott jelatviteli molekulakkal. Arabidopsisban a CRY2 fehérje fényben
gyorsan lebomlik, ezért foleg erds fényben a CRY 1 a dominans kriptokréom (Yu és mtsai., 2007).

A PHOT1 ¢és a PHOT2 fototropikus valaszok kivaltasdban, a kloroplasztiszok
mozgasanak szabalyozasaban, valamint a gdzcserenyilasok nyitdsaban, vagyis Osszességében a
fotoszintézis optimalizalasaban és a til erds fény altal okozott karok elkeriilésében jatszanak
szerepet (Huala és mtsai., 1997; Sakai és mtsai., 2001; Briggs és Christie, 2002). Friss kutatasi
eredmények arra utalnak, hogy a fototropinok képesek az UV-B sugarzas érzékelésére is
(Vandenbussche és mtsai.,, 2014), err6l bovebben az eredmények bemutatasanal fogok irni.
A fototropinok, annak ellenére, hogy mnem rendelkeznek membrankétd doménnel, a
plazmamembranhoz asszocialva milkédnek (Harada és mtsai.,, 2003). A fototropinok
C-terminalisan egy klasszikus szerin/treonin kinaz elem talalhaté (Hanks és Hunter, 1995), az
N-terminalisukon pedig két, a kromoforokat nem kovalensen k6té LOV (Light/Oxygen/Voltage)
motivum  helyezkedik el (Huala és mtsai, 1997; Sakai és mtsai., 2001).
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FMN (flavin mononucleotide) kromofoérjuknak koszonhetéen kék/UV-A  sugérzas hatasara
bekovetkezd konformacios valtozds a fototropinok autofoszforilacidjat eredményezi, ami a
jelatviteli lancuk els6 1épései kozé tartozik (Sakai és mtsai., 2001).

Az UV-B tartomany érzékeléséért (a fototropinokon kiviil) az UVRS fehérje felelds.

Szerkezetét, miikodését részletesen bemutatom a 2.3-as fejezettol kezdve.

PHY
phyA Q —m > \ Csirazas
phyB
phyC
phyD —_PHY Csirandvények fejlédése
phyE ——<ry * de-etiolacio
(fény intenzitasa)
Viragzas indukcidja
—PHY, ZTL (megvilagitas id6tartama)
_ CRY
ZIL
FKF1 Vegetacio siriisége,
| LKP2 PHY arnyék-elkertilés
_ p———— (fény minésége)
cry1
Lcry2
[phot1 PHOT Tropizmusok
| phot2 PHY (fény iranya)
UVR8 Fotomorfogenezis,
UVB-receptor -z flavonoid-bioszintézis

1. dbra: A napfény spektruma és novényi fotoreceptorok
(Fankhauser alapjan, www.unil.ch)

A fény olyan elektromagneses sugarzas, amit az emberi szem érzékel. A novények szamara a lathatd fényen
kivil az UV-B és UV-A tartomany észlelése is fontos. Az UV-B sugarzastdl a tavoli vords fényig a
ndvények szamos fotoreceptor segitségével majdnem a teljes fényspektrumot képesek érzékelni. Ez a
képesség nélkiilozhetetlen a folyton valtozé fénykorilményekhez torténd alkalmazkodashoz. Az éabran
néhany olyan folyamat is olvashatd, amelyeket az adott fotoreceptorok szabalyoznak.

2.2 UV-B sugarzas: stresszor, vagy kornyezeti jel?

2.2.1 UV-B sugarzas, mint stressz faktor

Az abiotikus tényezok, mint amilyen a fény is, minden tulajdonsagukra nézve egy-egy
tartomanyban optimalisak az él6lények szdmara. Ha a kornyezeti faktorok koziil az egyik hatasa
nem optimalis, az a koriilmény stresszorként hat a névényre (Lichtenthaler, 1998). A kedvezétlen
koriilményekhez a novények képesek alkalmazkodni, hosszi tavon genetikai alapokon torténd
morfologiai valtozasokkal (adaptacio: ©Oroklodo alkalmazkodoképesség bizonyos kornyezeti

koriilményekhez), vagy a gyors valtozdsokkal szemben védekezé folyamatok -elinditasaval



(akklimacio: alkalmazkodas egy bizonyos kornyezeti tényez6 megvaltozott hatasahoz)
(Lichtenthaler, 1998). A tovabbiakban az UV-B sugarzas, mint kdrnyezeti tényez$ altalanos
hatasait mutatom be.

A Foldet koriilvevo 6zonréteg sziiroként ovja az ¢lélényeket a tal erés UV-B sugarzastol,
azonban a Napbdl szarmazé UV-B sugarak egy része igy is eléri a Fold felszinét. Rovid
hullamhossza (280-315 nm) miatt az UV-B sugarzas energiatartalma nagyon magas, ezért konnyen
karositani tudja a DNS-t, a fehérjéket, a lipideket (Hollosy, 2002). A karos reaktiv
oxigénszadrmazékok (Reactive Oxygen Species = ROS) keletkezése egyiitt jar az aerob 1égzéssel és
a novényi fotoszintézis folyamatokkal, amik pedig fiiggnek a fénykoriilményektdl. A kiilénb6zo
ROS fajtak felhalmozodasa altalanos kovetkezménye a legtobb fajta stressznek, igy a tulzott
mennyiségli fény miatti stressznek is (Mittler, 2002; Yanykin és mtsai., 2010; Krieger-Liszkay ¢és
mtsai., 2011). A ROS-ok prooxidansokként viselkednek, vagyis til nagy mennyiségben oxidativ
stresszt okoznak az €16 szervezetekben (Halliwell 2007). Az oxidativ stresszt kivaltdé ROS fajtak a
triplet oxigén (30,), a szinglet oxigén (‘O,), a szuperoxidgyok-anion (O,"), a hidrogén-peroxid
(H,0,) és hidroxilgyok (‘'OH) (Navari-Izzo és mtsai., 1999; Ivanov és mtsai., 2007; Yanykin és
mtsai., 2010; Krieger-Liszkay és mtsai., 2011). A természetes napsugarzasban jelen 1évé UV-B
Oonmagaban altalaban nem okoz stresszt, azonban mas kornyezeti tényezok megvaltozasaval egyiitt,
vagy laboratoriumi koriilmények kozott nagyobb dézisban okozhatja stresszvalaszok megjelenését
(Hideg és mtsai., 2013). Az UV-B sugarzas tobb mddon is lassitja a fotoszintézist, aminek egyenes
kovetkezménye a kézben természetes titon keletkezé ROS-ok termelédésének fokozodasa, mivel az
elektrontranszport gatlasa eldsegiti a ROS képzodést: az UV-B sugarzasra legérzékenyebb
sejtalkotd a fotoszintetikus apparatus, karosodasa gatolja a fotoszintézist, amit a sztomazardodas
miatti csokkent gazcsere tovabb lassit (Nogues és mtsai., 1999; Hideg és Strid, 2016). Az evolucid
soran a novények szamos stratégiat fejlesztettek ki az UV-B elleni védekezésre, az egyik
legelterjedtebb a novény felszinhez kozeli szoveteiben megfigyelhetd UV-B sziir6 flavonoidok
felhalmozasa (Jenkins, 2009). Ha a védekezd valaszok nem elégségesek a karok elkeriiléséhez, az
aktivalodo javitd mechanizmusok igyekeznek enyhiteni a keletkezett karosodast. A felhalmozodo
ROS semlegesitést hatékony antioxidans rendszerek végzik (Bornmann 1997), a DNS-ben tortént
karokat pedig fényindukalt fotolidz enzimek javitjak (Britt 2004).

Nagy intenzitdsi UV-B sugarzds hatasara tehat altalaban megemelkedik a ROS szint,
felborul a redox homeosztazis, kialakul az oxidativ stressz (Mittler, 2002). Az alkalmazkodas
sikeressége leginkabb azon mulik, hogy a ndvényekben fennallo egyensuly a ROS szint és az
ezeket semlegesiteni képes antioxidans rendszerek mitkodése kozott fennmarad-e. Minden vegyiilet
antioxidansnak tekinthetd, ami képes egy bizonyos szubsztrat oxidaciojat késleltetni, vagy gatolni
(Halliwell 2015). Nem enzimatikus antioxidansok az aszkorbat (egyiittmiikodve a glutationnal),
a karotinoidok, a tokoferolok, a Be-vitamin csalad tagjai, valamint a fenolos vegyiiletek kozé

tartozo flavonoidok is. Az antioxidans rendszerek fontossagat alatamasztja, hogy a ROS-ok elleni
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védekezésben szdmos enzim is részt vesz: az aszkorbat peroxidaz, a katalaz, a harmas tipusu
peroxidazok osztalyaba tartozo enzimek, valamint a szuperoxid dizmutaz (Mackerness és mtsai.,
2001; Shigeto és Tsutsumi, 2016).

Annak ellenére, hogy a ROS-ok mnagyon reaktivak, kis koncentracioban
jelzomolekulakként is viselkednek, ezaltal részt vesznek az oxidativ stressz elleni védekezés
serkentésében (Foyer és Noctor, 2005; Choudhury és mtsai., 2013). Erre jo példa, hogy a 'O, képes
fokozni Chlamydomonasban a GLUTATHIONE-PEROXIDASE HOMOLOG (GPXH) gén
transzkripciojat, aminek a fotooxidativ karosodasok kivédésében van fontos szerepe (Fischer és
mtsai., 2007). Mivel bizonyos ROS molekulak jelként is miikddnek, a mennyiségiiket befolyasold
antioxidans rendszerek kdzvetett modon befolyasoljadk a ROS-ok altal kivaltott folyamatokat, de
ezen tilmenden bizonyos antioxiddnsok kozvetleniil is képesek jelatviteli utakat szabalyozni. A
peroxidazok példdul részt vesznek az auxin ndvekedési hormon metabolizmusban, s6t, auxin-
oxidazként gatolhatjak a hipokotil megnyulasat UV-B sugéarzas hatdsara, ami az egyik
legismertebb, karosodas nélkiil is megjelené UV-B-valasz (Jansen és mtsai., 2001; Cosio és
Dunand, 2009). A nem enzimatikus antioxidansok koziil a flavonoidok rendelkeznek auxin
miikddést befolyasold tulajdonsaggal: tal azon, hogy a flavonoidok felhalmozddasuk révén sziirik
az UV-B sugarzast, valamint tobbréti antioxidans hatasuk is van (Pietta, 2000; Jansen és mtsai.,
2001), jelként mikodve gatoljak az auxin névekedési hormon hajtascsticsbol a gyokér iranyaba
torténd (bazipetalis) transzportjat is (Brown és mtsai., 2001; Jansen és mtsai., 2001; Peer és
Murphy, 2007). Ebbél az kovetkezik, hogy a flavonoidok felhalmozoddasa is hozzajarul a hipokotil

novekedés gatlasahoz.

2.2.2 UV-B sugarzas, mint jel

Mar az 1970-es években kimutattak, hogy az UV-B sugarzas képes befolyasolni a
novények novekedését, kinézetét, valamint biokémiai véltozasokat is okozhat (Klein 1978). Eppen
ezért évtizedek Ota foglalkoztak az UV-B sugarzas jelként torténd érzékelésével, ugyanis
felfedezték, hogy az alacsony intenzitdsi UV-B sugarzas olyan fotomorfogenikus valaszokat
inditott el a ndvényekben, melyek nem voltak DNS karosodassal magyarazhatok (Wellmann,
1976). Nagy intenzitast UV-B hatasara is lejatszodnak jelatviteli folyamatok, bar ezek inkabb
stresszhez kothetdek, igy ezeket nem kapcsoljuk az UV-B jelatvitelhez.

A kérdés, mely szerint az UV-B sugarzas stresszor, vagy jel, mindezek alapjan kdnnyen
megvalaszolhatd: mindkett6. Az UV-B sugédrzas ndvényekre gyakorolt hatdsa nagyban fiigg az
intenzitasatol és a novényekre hatd egyéb koriilményektol, de altalanossdgban elmondhatd, hogy a
névényt nem karosito intenzitasu UV-B jelként, mig a karosodast okozo intenzitast UV-B sugarzas

inkabb stresszorként fejti ki hatasat. A késobbiekben a jelként funkcionald, alacsony intenzitasu

14



UV-B sugarzis altal elinditott, f6leg az UVRS8-hoz kdothetd jelatviteli utakat és ezek hatésait

mutatom be részletesen.

2.3 UVRS: a novényi UV-B fotoreceptor

2.3.1 Az UVRS fotoreceptor felfedezése

Mar joval az UVRS felfedezése eldtt sejteni lehetett, hogy a névények rendelkeznek egy
UV-B specifikus fotoreceptorral. Klebenstein és munkatarsai (2002) azonositottak egy Arabidopsis
mutanst, amit uvr8-nak (UV RESISTANCE LOCUS 8) neveztek el, mert az altala hordozott
mutacié miatt a ndvény tobb UV-B-vélaszreakcioban tulérzékenységet mutatott. Késobb kideriilt,
hogy az UVRS8 fehérje részt vesz az UV-B altal indukalt jelatviteli folyamatokban. Az uvr8
mutansban az UV-B sugarzas nem tudta az ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) transzkripcios
faktor génjének kifejez6dését megemelni, ezzel szemben az indukcié megfigyelhetd maradt lathatd
fény, alacsony hémérséklet és szachardz hatasara is (Brown és mtsai.,, 2005). Mindezek az
eredmények UV-B specifikus miikodésre utalnak, am az UVR8-rol ekkor még nem tudtak, hogy
fotoreceptorként miikddik. Favory €s munkatarsai 2009-ben elvégeztek egy transzkriptoma
analizist, és azt talaltak, hogy az alkalmazott gyenge UV-B sugarzas vad tipusi névényben egy ora
alatt 377 gén aktivitasat fokozta, mig 102 génét csokkentette. Az indukalt gének 98,6%-a az
UVRS8-t6l, raadasul 99,5%-uk a CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1)
E3 ubiquitin ligaztol is fiiggott. Az UV-B sugarzas altal represszalt 102 gént kivétel nélkiil
szabalyozza az UVRS és a COP1 is. A megvaltozott kifejez6désli gének tobbsége az UV-B elleni
védekezésben jatszik szerepet. A COP1 a fény iranyitotta jelatviteli utak egyik kulcsszerepldje,
a SUPPRESSOR OF PHYA-105 (SPA1-4) fehérjékkel komplexben (COP1 homodimer és két SPA
fehérje egyiitt) végzi bizonyos fehérjék ubiquitiniciojat, vagyis lebontasra jeloli ki azokat
(Laubinger és mtsai., 2004; Zhu és mtsai., 2008; Podolec és Ulm, 2018). Favory és munkatarsai
(2009) a két kulcsfehérje sejtmagi elhelyezkedését is megvizsgalta kiilonb6z6 fluoreszcens
fehérjéket fuzionaltatva hozzajuk. Az UVR8 dimerek UV-B sugarzas hianyaban a citoplazmaban is
megtalalhatoak, a (GFP-vel megjel6lt) UVR8 molekulak egyenletes sejtmagi eloszlast mutattak,
mig UV-B sugarzasban a COP1-hez hasonléan sejtmagi aggregatumokba csoportosultak (Kaiserli
és Jenkins, 2007; Yin 2016), ez viszont még nem bizonyitja a két fehérje kozotti kolcsonhatast.
Nem sokkal késébb azonban kimutattak, hogy az UVRS8 és a COP1 kozott kozvetlen kdlcsonhatas
jon  létre  UV-B-t6l fiiggd modon (Favory és mtsai, 2009). Az UVRS
N-terminalisan 1év0, meghatarozott 23 aminosav (397-423) onmagaban elég és sziikséges is a
COP1 WD40 motivuman keresztiili kotédéséhez. A WD40 az eukariotdk korében az egyik

legelterjedtebb interakcios motivum, akar fehérje-fehérje, akar fehérje-DNS kolcsonhatasokban



(Xu és Min, 2011). A COP1l-gyel kolcsonhato SPA fehérjék szintén rendelkeznek WD40
doménnel, ezek a fehérjék is kolcsonhatd partnerei az UVRS-nak, és fontos szerepet jatszhatnak
mas kolcsonhatd partnerek kotddésének befolyasolasaban, azok komplexrdl torténd leszoritasa altal
(Huang és mtsai., 2013; Chen és mtsai., 2016; Podolec és Ulm, 2018). Ahogy korabban emlitettem,
az UVR8 UV-B sugarzas altal kivaltott sejtmagi felhalmozddasahoz a molekula N-terminalisan
1év6 meghatarozott 23 aminosav sziikséges (Cloix és mtsai., 2012). Mivel ez a szakasz nem
tartalmaz sejtmagi lokalizacids jelet (Nuclear Localisation Signal = NLS), nagy valosziniiséggel az
UVRS8 sejtmagi felhalmozodésa egy NLS tartalmi fehérjétdl fiigg, ami rdaddsul ehhez az
N-terminalis szakaszhoz képes kotddni. Hasonld folyamat jatszodik le a phyA esetében is, aminek
a sejtmagi importjaban a FAR-RED ELONGATED HYPOCOTYL (FHY1) és a FHY1 LIKE
(FHL) fehérjék jatszanak szerepet (Hiltbrunner és mtsai., 2005; Hiltbrunner és mtsai., 2006).

Az UVR8-r6l tudni lehetett, hogy részt vesz UV-B altal kivaltott jelatviteli
folyamatokban. Rizzini ¢s munkatarsai 2011-ben bizonyitottak, hogy az UVR8 az UV-B indukalt
jelatvitelben nem csak egyszertien részt vesz, hanem fotoreceptorként miikodik. Bemutattak, hogy
UV-B sugarzas hatdsara az alapesetben dimer formaban el6forduldé UVR8 monomerekkeé esik szét,
tehat valtozas torténik a szerkezetében. Ez az egyik altalanos jellemzdje a fotoreceptoroknak.
Raadasul éleszto két-hibrid kisérletekbdl az is kideriilt, hogy az UVRE és COP1 kozti kdlcsonhatas
UV-B specificitasat az UVRS fehérje biztositja, ami egyértelmiivé tette, hogy valdban az UVRS
felelds a valaszok UV-B-fiiggéséért (Rizzini és mtsai., 2011). Mindezek alapjan az UVRS fehérje
valoéban alkalmas arra, hogy fotoreceptorként miikodjon, mivel UV-B sugarzastol fliggen, a
kialakulé kolcsonhatas altal befolyasolja egy fényjelatviteli komponens, a COP1 mikddését. A

jelatvitel tovabbi 1épéseit és résztvevoit a 2.4-es fejezetben mutatom be részletesen.

2.3.2 Az UVRS8 szerkezete

Az UVR8 gén egy hétlapatos p-propeller fehérjét kodol (2. abra), ami felépitésében
hasonlit az emberi REGULATOR OF CHROMATIN CONDENSATION 1 (RCC1) fehérjéhez
(Brown és mtsai.,, 2005). Korabban emlitettem, hogy az UVRS alapallapotaban inaktiv
homodimerekként van jelen a ndvényekben, ezek UV-B sugarzas hatdsara bioldgiailag aktiv
monomerekké esnek szét. Az a feliilet, ahol egymassal kdlcsonhatasba 1épnek a monomerek, sok
aromas ¢€s toltéssel rendelkezd aminosavat tartalmaz, a feliiletek kozott kialakulod sohidak tartjak
Ossze a monomereket, ezek szakadnak fel UV-B altali gerjesztés hatasara. Az igy kialakult aktiv
monomerek fejtik ki élettani hatasukat a sejtmagban (Christie és mtsai., 2012).

Az UVRS nem rendelkezik a tobbi novényi fotoreceptoréra jellemzo klasszikus értelembe
vett prosztetikus kromoforral. A kromofoérok fényelnyeld feladatat az UVRS molekuldn beliil
meghatarozott elhelyezkedést triptofan aminosavak latjak el (2. abra C-D), ugyanis a triptofan

aminosav jellegzetes elnyelési savval rendelkezik az UV-B tartomanyban (O'Hara és Jenkins,

16



2012). A 233., 285. és a 337. triptofan kiemelt fontossagl, ugyanis barmelyiket alaninra cserélve az
UVRS8 nem miikddik fotoreceptorként (mivel az alanin nem képes jol elnyelni az UV-B sugarakat).
Ha a 285. triptofant fenilalaninra cser¢ljiik, az UVRE dimerek nem képesek monomerizalédni sem
(Christie és mtsai., 2012; Heijde és mtsai., 2013). Ez kifejezetten érdekes, ugyanis a dimerizaciora
valé képesség megmaradasa arra enged kovetkeztetni, hogy az aminosav cseréje nem okozza a
fehérje szerkezetének drasztikus megvaltozasat, a molekula mégis funkcioképtelenné valik. A 285.
triptofan kulcsszerepét tovabba az is alatamasztja, hogy azt alaninra cserélve az 1j UVRS8 varians
folyamatosan monomer allapotban van és kotédik a COP1-hez (Rizzini és mtsai., 2011). Tovabba
azt is kimutattdk, hogy ugyanezt a mutans UVRS8-at termeld névények folyamatos UV-B-valaszt
adtak fényben és sotétben egyarant, tehat a 285. triptofant alaninra cserélve egy folyamatosan aktiv
UVRS8 varians allt eld, ami tovabb erdsitette a triptofanok fontos szerepére vonatkozd
eredményeket (Heijde és mtsai.,, 2013). Mindezek a megallapitasok a triptofan aminosavak

kromofor szerepét bizonyitjak.

2. abra: Az UVRS fotoreceptor szerkezete (O'Hara és Jenkins, 2012)

A) A molekula sikjaval parhuzamos nézet. Hat triptofant talalhatunk a kzpontban (kékkel jeldlve), hetet a
kolesonhato feliileten (pirossal jeldlve) és egyet a C-termindlis régidban (nincs jeldlve).

B) Interakcios feliilet feldli nézet, a triptofanok jeldlése megegyezik az A) panel jeloléseivel.

C) A kozponti triptofanok elhelyezkedése (kékkel és zolddel jelolve), mindegyik egy-egy lapathoz tartozik
(lapatok szamozva). Az Y248 zérja a triptofan-gytrtt (zolddel jelolve).

D) A kolcsonhato feliiletben talalhatd triptofanok. A dimerizacioban (és igy a fényérzékelésben)
legfontosabb szerepet jatszo, vagyis a triddba tartozo triptofanok rézsaszinnel, a tobbi pirossal van jelolve.
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2.4 Az UVRS altal iranyitott jelatviteli utak

2.4.1 Az UVRS jelatvitel els6 1épései

Az UV-B-tdl fiigg6 UVRS jelatviteli folyamatok legelsé 1épése az UVRE dimerek
szétesése biologiailag aktiv monomerekké. Az UVRSE megtaldlhaté a citoplazmiban ¢és a
sejtmagban is, UV-B sugarzas hatasara azonban mennyisége szamottevoen megemelkedik a
sejtmagban (Kaiserli és Jenkins, 2007). Ezt a fényjelatviteli folyamatokban fontos szerepet jatszo
COP1 fehérje esetében is megfigyelték (Oravecz és mtsai., 2006), tovabba az is kideriilt, hogy ez a
két fehérje sejtmagi testecskékben kolcsonhatasba keriil egymassal (Favory és mtsai., 2009).
A legtjabb eredmények alapjan raadasul a COP1 nélkiilozhetetlen mar az UVRS sejtmagba
jutasdhoz is: egy gliikokortikoid-receptor (GR) alapu rendszerrel kimutattak, hogy ha a GR-COP1
kimérafehérje nem tud bejutni a sejtmagba, elmarad az UV-B Aaltal kivaltott UVRS sejtmagi import
(Yin és mtsai., 2016). Ezt az is alatamasztja, hogy copl mutansokban szintén elmarad az UVRS
sejtmagi akkumulacio (Yin és mtsai., 2016). Mindezek alapjan a COP1 kettds szerepet jatszik az
UVRS jelatvitelben, egyrészt az UVRS sejtmagi importjat segiti UV-B hatasara, masrészt hat a
jelatvitelre (utobbirodl késobb részletesen irok). A génexpresszids valtozasok elinditasahoz azonban
nem elég onmagaban az UVRS sejtmagi felhalmozddasa, UV-B sugarzas hianyaban akkor sem
indulnak el az UVR8-fiiggd valaszok, ha a receptor nagy mennyiségben megtalalhato a sejtmagban
(Kaiserli és Jenkins, 2007; Jenkins, 2009). Az UV-B sugarzas sziikséges a monomerré alakulashoz
COP1 képes lesz az UVRS8-hoz kotddni (Rizzini és mtsai., 2011). Az a tény, hogy a COP1 segiti az
UVRS sejtmagi felhalmozodasat, arra utal, hogy az UVR8 fehérje nem a sejtmagban Iép
kolcsonhatasba a COP1-gyel, hanem az UVR8 monomerizalodasa és kolcsonhatasa a COP1-gyel
mar a citoplazmaban létrejon. Ezt tamasztja ald, hogy csak a monomer UVRS8-hoz képes
kapcsolodni a COP1, igy a dimerek sejtmagba juttatasahoz valdsziniileg nem tudna hozzajarulni
(Rizzini és mtsai., 2011). Erdekes jelenség, hogy a GFP-UVRS egy alacsonyabb, de kimutathatd
szinten jelen van a sejtmagban UV-B sugarzas hianyaban is (Kaiserli és Jenkins, 2007; Yin és
mtsai., 2016). Arra, hogy az UVR8 hogyan jut be a sejtmagba UV-B sugarzas hianyaban, egyeldre
nincs magyarazat. Annyit tudunk, hogy ezt a folyamatot biztosan nem a COP1 segiti elo:
Yin ¢és munkatarsai (2016) kimutattdk, hogy a COP1-UVRS kolcsonhatashoz sziikséges
N-terminalis domént nélkiil6z6, GFP-kapcsolt UVRS mutans fehérje ugyantgy jelen van a
sejtmagban, mint a GFP-UVRS8 fehérje, UV-B sugarzastol fiiggetlentil is. Ez a delécié csupan az
UVR8 UV-B altal kivaltott tovabbi sejtmagi felhalmozodast gatolta (Yin és mtsai., 2016).

Az UVRS8 és a COP1 fehérjék UV-B sugarzastdl fiiggd Osszekapcsolodasa csak a
jelatviteli lanc egyik els6é 1épése. Ebbol a kezdd 1épésbdl kovetkezik, hogy a tovabbi hatisok a
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COP1 mikddésével szoros kapcsolatban allnak. A COP1 sotétben 26S proteaszoma altali
lebontasra jelol ki fehérjéket, tobbek kozott a kulesfontossagu, fotomorfogenezist serkentd
ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HYS5) bazikus leucin cipzar motivumot (basic Leucine-Zipper =
bZIP) tartalmazoé transzkripcios faktort, mig érdekes moédon az UVRS stabilitdsara nincs hatassal
(Osterlund és mtsai., 2000; Lau és Deng, 2012; Podolec és Ulm, 2018). Mindezekbdl
kovetkeztetésiil levonhatjuk, hogy mivel az UV-B sugarzas hatasara aktiv UVR8 monomer
kapcsolodik a HY5-ot gatlo COPl-hez és ez altal a COPI1 aktivitasa csokken, a HYS5
fotomorfogenezist serkenté funkcioi jobban érvényesiilhetnek (Favory és mtsai., 2009; Rizzini és
mtsai., 2011; Huang és mtsai., 2013; Podolec és Ulm, 2018). A COP1-SPA komplex miikodését
tobbek kozott a fitokromok és a kriptokromok, bar eltérd mddon, de szintén gatoljak, igy ez a
jelenség nem egyediilallo a fotoreceptorok korében (Podolec és Ulm, 2018). A COPI és a HYS
viszonya azonban nem egy egyszerii gatlason alapul, ugyanis érdekes moédon a COP1 a
fehérjeszintli gatldo hatasa ellenére sziikséges a HYS gén indukcidjahoz, ugyanis copl mutans
novényekben a HY5 gén expresszidja lecsokken (Huang és mtsai., 2012). Raadasul a COP1 altal
szabalyozott folyamatok kozel felére a HYS is hatassal van, ami bizonyos foku egyiittmiikodésre
utal (Oravecz és mtsai., 2006). Az eddigi eredmények alapjan felallitott modellben a COP1 HY 5-ot
gatld hatasat tekintjilkk kifejezettebbnek: a COP1 UVRS8 altali inaktivalasat kovetéen a
megemelkedett HYS fehérjeszint hatasara erésddnek a fotomorfogenikus valaszok, amiket tehat az
UVRS kozremikodésével az UV-B sugarzas képes kivaltani. A két fehérje 0sszetett viszonyara utal
az is, hogy a HY5 pozitiv visszacsatolasokban is részt vesz, indukalja a COPL és a sajat génjének
atirodasat is (Binkert és mtsai., 2014; Huang és mtsai., 2012).

A HYS5 fehérjének van egy nagyon hasonldé miikodésti homologja, a HYS HOMOLOG
(HYH). A HYS5 és a HYH funkcioi jorészt redundansak, de a foébb szerepet a HYS transzkripcios
faktor jatssza az UVRS iranyitott jelatviteli folyamatokban (Brown és Jenkins, 2008).
Ezt tamasztjak ala a hy5 és hyh mutansokon végzett fenotipus kisérletek is: a hy5 novények, az
uvr8 mutanshoz hasonloan, talérzékenyek az UV-B sugarzasra, a hyh novények viszont sokkal
jobban toleraljak azt (Brown és mtsai., 2005; Oravecz és mtsai., 2006; Brown és Jenkins, 2008;).
Az UV-B sugarzas UVRS8-fliggé mdédon emeli mindkét transzkripcids faktor expressziojat, raadasul
HYS5 hianyaban az UVRS indukalt transzkriptoma sem teljes (Brown és mtsai., 2005; Favory és
mtsai., 2009; Oravecz és mtsai., 2006). Tehat mivel a HYS egy fotomorfogenezist serkentd
transzkripcios faktor, ennél fogva a HYS részvétele az UVRS jelatvitelben megteremti a
molekuléris kapcsolatot az UVRSE és a fotomorfogenikus valaszok kozott.

Az UVRS szabalyozas alatt 4116 HY S nem csak fotomorfogenikus valaszokhoz kapcsolhato

membranok fotoprotekcidjaban vesz részt azaltal, hogy klorofill szintézis utvonalban szerepld
enzimeket gatol, ezzel megeldzve az esetlegesen tilzott mértékli szabad klorofill eldallitasat,

aminek megemelkedett ROS felszabadulds lenne a kovetkezménye (Hutin és mtsai., 2003).
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A PRODUCTION OF FLAVONOL GLYCOSIDES (PFG) csaladba tartoz6 MYB DOMAIN
PROTEIN 12 (MYBI12) transzkripcids faktor pedig a flavonol bioszintézisben jatszik szerepet
(Stracke és mtsai.,, 2010). Az el6z6ekhez hasonléan a CHALCONE SYNTHASE (CHS) gén
(az UV-B sziir6 flavonoidok bioszintézisének kulcsenzimét kodolja) aktivitasat szintén fokozza a
HY5 (Jenkins és mtsai, 2001; Fehér és mtsai., 2011). Léteznek olyan gének is, melyek atirédasat
ugyan serkenti az UVRS, de ehhez nincs sziikség sem a HYS, sem a HYH kozremiikodésére.
Ilyenek példaul a CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1l) és a PSEUDO-RESPONSE
REGULATOR 9 (PRR9) (Fehér és mtsai., 2011).

A legtobb jelatviteli folyamatban a pozitiv szabalyozé elemeket valamilyen negativ
visszacsatolas féken tartja. Az UVRS esetében ezt a feladatot a REPRESSOR OF UV-B
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (RUP1) és RUP2, WD40 elemet tartalmaz6 fehérjék végzik
(Gruber és mtsai., 2010; Vanhaelewyn és mtsai., 2016). Az UVRS altal elinditott jelatviteli
folyamatok egyik kulcslépése az UVRS és a COP1 kozott 1étrejovo kapcsolat, amiben szintén
fontos szerepet jatszanak a fehérjékben talalhatd6 WD40 motivumok, amikhez a RUP fehérjék mas
interakcios partnerekkel versengve kotédhetnek. Ilyen versengés és leszoritas torténik az UVRS
esetében is: azaltal, hogy a RUP fehérjék az UVR8-hoz kdtve gatoljak a COP1 kolcsonhatasat, az
egész jelatviteli folyamatot gatolni tudjak (Gruber és mtsai.,, 2010; Heijde és Ulm, 2013). A
ruplrup2 dupla mutans névényekben valoban megnétt, mig RUP2-t taltermelé vonalakban
lecsokkent az UVRS altal kivaltott HY5 és CHS génindukci6. Raadasul a RUP1 és RUP2 gének
UVR8-t6l, COP1-t6l és HY5-t6l fiiggden UV-B sugarzassal indukalhatoak, igy tehat éppen akkor
fejtik ki gatld hatasukat, amikor az UVRS jelatvitel elindul, ami a negativ visszacsatold szerepiiket
er6siti. Meg kell azonban emliteni, hogy a RUP fehérjék UV-B fénytdl fliggetleniil is képesek
kotédni az UVRS-hoz, igy szerepiiket valoszinilileg pusztan valtozé mennyiségiiktol fiiggben fejtik
ki (Gruber és mtsai., 2010). A RUP fehérjék hatasmechanizmusa kénnyen magyarazhatd lenne
azzal, hogy pusztin a COPl-gyel versengenek az UVR8 WD40 kotohelyéért, de ez nem
magyarazza az UVRS altal COP1-t6l figgetleniil lezajlo génindukcids folyamatok gatlasat. Heijde
¢és Ulm (2013) magyarazattal szolgalt a kérdésre: a RUP fehérjék az UVRS inaktiv dimerré torténd
visszaalakuldsaban is szerepet jatszanak, ugyanis a folyamat a vad tipusban tapasztaltakhoz képest
ruplrup2 mutans novényekben sokkal lassabb. Ezt erdsiti, hogy a RUP2-t tultermeld ndvényekben
az UVR8 monomerek ardnya alacsonyabb, mint a vad tipusban. Osszegezve tehat a RUP fehérjék a
COPI1 tavoltartasaval, valamint az UVRS inaktiv dimerré alakuldsdnak gyorsitasa révén fejtik ki
gatlo hatasukat az UVRS altal UV-B-ben elinditott valaszokra.

Negativ regulator szerepet nem csak a RUP fehérjék jatszanak az UVRS jelatvitelben.
Kimutattak, hogy a WRKY DNA-BINDING PROTEIN 36 (WRKY36) fehérje kotédik a HY5
promoteréhez, ezaltal gatolja a HY5 gén atirodasat. Az UVRSE a sejtmagban képes kotddni a
WRKY36 fehérjéhez, ezaltal gatolva annak DNS kotését, ily mddon feloldva a HY5 gént a gatlas
alol. Igy tehat az UVRS nem csak a HY5 COP1 altali lebontasat akadalyozza meg, hanem
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WRKY36-hoz kotve képes megemelni a HYS gén aktivitasat is (Yang és mtsai., 2018), igy ez a két
mechanizmus hozzajarul a HY'S fehérjeszint UV-B sugarzas hatasara bekovetkezé emelkedéséhez.
Az, hogy talaltak egy ujabb fehérjét, ami kolcsonhatasba 1ép az UVR8-cal, 6nmagéban is érdekes,
mivel eddig nagyon kevés UVR8-kolcsonhatd partnert sikeriilt csak azonositani. (Tovabbi két,

eddig ismert kolcsonhato partnert a 2.5.2.2. fejezetben emlitek).

2.4.2 Az UVR8 DNS-kotése

Mivel az UVRS szerkezetéhez leginkabb hasonlito RCC1 fehérje kotodik a kromatinhoz,
nem volna meglepd, ha az UVRS is képes lenne DNS kotésre (Azuma és mtsai., 1999; Cloix és
Jenkins, 2008). A latszolag egyszerii és logikus kovetkeztetés ellenére az UVR8 DNS-kotése egy
ellentmondasokkal atsz6tt kérdéskor.

Brown és munkatarsai (2005) feltételezték, hogy az UVRS képes kotddni a kromatinhoz,
igy tudja a célgének atirasat kozvetleniil szabalyozni. Késébb in vitro és in vivo kisérleti
rendszerben kimutattak, hogy az UVR8 a H2B hisztonhoz képes leger6sebben kotddni (Cloix és
Jenkins, 2008). Ezek az eredmények azonban Onmagukban nem elég meggy6z6ek az UVRS
kozvetlen génregulacios képességeit tekintve, rdadasul az alapgondolatot ado RCC1 sem DNS
szekvencia specifikus teriiletekhez kotddik, ami megkérddjelezi az UVRSE-rol feltételezett
génregulacios képességet (Makde és mtsai., 2010). Az uUjabb eredmények is szamos kérdést
vetettek fel: Cloix és Jenkins (2008) kromatin-immunprecipitaciés (ChIP) kisérletekkel kimutatta,
hogy az UVRS8 képes kotédni a kromatinhoz UV-B sugarzastol fiiggetleniil is, ami szintén
ellentmond az UVR8 UV-B-specifikus génindukald képességének. Az el6z6 eredmények némileg
erésitenék a feltevést, ha bizonyitanak példaul a kotés erdsségének megemelkedését UV-B
hatasara, de erre vonatkoz6 adat nem sziiletett.

Az UVR8 DNS-koté képességére utald eredmények tehat oOnmagukban sem
egyértelmiiek, raadasul a legujabb kisérleti eredmények nagy résziiket tételesen meg is cafojak:
Binkert és munkatarsai (2016) arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az RCC1 fehérjével ellentétben
az UVRS8 nem volt képes nukleoszomakhoz k6tédni in vitro, hiaba hasonld a szerkezetiik. ChIP
kisérleteik pedig azt mutattdk, hogy az UVR8 nem kotédik sem a HY5, sem a MYB12 gének
promoter régidihoz, ami szoges ellentétben all a kordbban leirtakkal. Egy nemrég megjelent
munkéban Yang ¢s munkatarsai (2018) kisérleteinek bar nem ez volt a célja, EMSA
(electrophoretic mobility-shift assay) modszerrel alatamasztottak, hogy az UVRS in vitro nem
kotédik a HYS promoteréhez. Mindezek mellett az RCC1 és UVRS kristalyszerkezetét
Osszehasonlitva az is kideriilt, hogy az egyébként sem szekvencia-specifikus kromatin kotéseért
felelds motivumok, amik az RCCl-ben megtalalhatéak, az UVRS8-bdl hianyoznak (Binkert és
mtsai., 2016).



A régi ¢s ujabb eredményeket dsszevetve az UVR8 DNS-kotését illetden inkabb wjabb
megvalaszolandd kérdések és kételyek, mintsem megdonthetetlen eredmények sziilettek az évek

soran, igy a témakorben tovabbi vizsgalatok sziikségesek a tisztanlatashoz.

2.5 Az UVRS kapcsolata egyéb jelatviteli atvonalakkal

2.5.1 Kapcsolat a fototropinok miikodésével

A novények helyvaltoztatd képesség hianyaban kénytelenek alkalmazkodni a valtozo
fényviszonyokhoz, ezt tobbek kozott fototropikus novekedési valaszokkal igyekeznek
megvaldsitani  fotoreceptoraik kdzremiikodésével. A pozitiv fototropizmus a fény felé
megfigyelhet6 elhajlas, vagy fordulas a fotoszintézis hatékonysaganak novelése érdekében, mig a
negativ fototropizmus éppen ellentétesen miikodik, amire a gyokér fénykeriilé valasza egy ismert
példa (Iino, 1990; Ahmad és mtsai., 1998; Correll és mtsai., 2003). Amellett, hogy a legismertebb
fototropikus mozgasok kék fény iranyaba torténnek, a csirandvények hipokotilja az UV-B sugarzas
felé is képes elhajlani (Baskin és lino, 1987; Vandenbussche és mtsai., 2014). Mivel foleg a
fototropinok szabalyozzak a kék fény iranyaba induld fototropikus mozgasokat, raadasul érzékelik
az UV-A tartomanyt is, ezért az UV-B iranyaba torténd elhajlasért eldszor a fototropinokat tették
felelossé. A felvetés onmagaban igaznak is bizonyult, a fototropinok valdban szabalyozzak az
UV-B iranyt hipokotil elhajlast. Erdekes modon photlphot2 dupla mutansokon végzett kisérletek
alapjan viszont nem kizarolag a fototropinok feleldsek ezért a valaszért, ugyanis ez a mutans is
képes teljes értékii, bar késébb elindulo elhajlasvalaszt mutatni (Vandenbussche és mtsai., 2014).
Logikus kovetkeztetés, hogy az UVRS lehet felelés a megfigyelt elhajlasért, az uvr8 mutans
csirandvényeken végzett kisérlet eredménye azonban meglepd volt: az uvr8 ndvényeket nem
lehetett megkiilonboztetni a vad tipusuaktol egyirdnya UV-B kezelést kovetden. Ha azonban a
photlphot2 dupla mutans hattérben csendesitették az UVR8 gént, eltliint a photlphot2 mutansokra
jellemzo, késobb induldo UV-B irdnyu elhajlas. Ezek alapjan a megfigyelt, fototropinoktol fliggetlen
elhajlasvalaszért tényleg az UVRS a felelés (Vandenbussche és mtsai., 2014). Ezek az eredmények
a fototropinokra nézve is 1 informaciokkal szolgalnak, ugyanis kideriilt, hogy nem csak UV-A,
hanem UV-B sugarzasra is képesek reagalni. Erdekes médon raadasul nagyon alacsony intenzitast
UV-B sugérzasban (0,002 umol m? s™) egyediil a fototropinok valtjak ki az UV-B iranyu elhajlast,
ilyen koriilmények kozott az UVRE nem jarult hozza a megfigyelt valaszreakciohoz (Vanhaelewyn
¢és mtsai., 2016).

Bar a fototropinok és az UVR8 az UV-B indukalt elhajlast tekintve latszolag egymastol
fliggetleniil mikddnek, mégis kapcsolatban allnak. A negativ visszacsatolas hianya miatt er6sebb

UVR8-valaszt adé ruplrup2 dupla mutans csiranévények UV-B felé hajlasa ugyanabban az



idépontban kezdddik el, mint a vad tipusi novényeké, sebessége az UV-B kezelés kezdete utan
2 o6raval mégis lelassul (Vanhaelewyn és mtsai., 2016). Ez éppen az az idépont, amikor az UVRS
altal kivaltott elhajlas elindul, vagyis nagy valoszintiséggel az UVRS jelatvitel elindulésa gatolja a
fototropinok miikdését ebben az esetben. Ezt bizonyitja, hogy a fokozott UVRE miikodést mutatd
ruplrup2 mutansban megfigyelhetd lassulas eltiinik a ruplrup2uvr8 harmas mutansban, tehat
valoban az UVR8 miitkodésének elindulasa lassitja a fototropinok altal korabban kivaltott elhajlast
(Vanhaelewyn €s mtsai., 2016).

Osszegezve, az UV-B iranyu elhajlast kivalto fo receptorok csirandvényekben érdekes
modon a fototropinok, ennek ellenére az UVRS is képes elhajlasvalaszt kivaltani, a fototropinoktol
fliggetleniil. A két jelatviteli ut a latszat ellenére kapcsolatban 4ll, ugyanis az UVRS egyértelmiien

gatolja a fototropinok miikddését ebben a folyamatban (Vanhaelewyn és mtsai., 2016).

2.5.2 Kapcsolat hormonalis jelatviteli utakkal

25.2.1 Auxin

Az UVRS szadmos folyamat szabalyozdsadban részt vesz azaltal, hogy bizonyos hatasai
Osszefonddnak egyéb jelatviteli utakkal. Ilyen folyamat tobbek kozott altalanossagban a novekedés
szabalyozésa (mint amilyen a fototropikus elhajlas is, a késobbiekben részletesen kifejtem), aminek
egyik kulcsszerepl6je az auxin novekedési hormon (Vandenbussche és Van Der Straeten, 2014).
Az auxin serkenti a sejtek osztodasat és megnyulasat, ezzel jarul hozzd a novekedési valaszok
kialakulasahoz, igy tehat az auxin mutans novények torpe fenotipust mutatnak: rovid levélnyeliik
és kicsi, vastag leveleik vannak, vagyis nagyon hasonlitanak az UV-B sugarzasnak kitett
névényekre (Jansen és mtsai., 2001). Ez arra utal, hogy az auxin és az UV-B jelatvitel kapcsolatban
allhat egymassal. Kés6bb kideriilt, hogy ez a kapcsolat nem csak 1étezik, hanem kifejezetten szoros
a két jelatviteli rendszer kozott.

Az indol-3-ecetsav, vagyis az auxin fitohormon a ndvények fejlodését, novekedését,
a fototropikus valaszokat, az apikalis dominanciat, a szeneszcenciat, a viragzast, valamint sok mas
fejlédési valaszt szabalyoz (Woodward és Bartel, 2005; Quint és Gray, 2006). Kiilsé auxin kezelés
hatasara szamos gén expresszidja megemelkedik, ezek promoterében megtalalhatd az auxin-valasz
elem, amihez az aktivalo hatasi ARF (AUXIN RESPONSE FACTOR) transzkripcios faktorok
kotédnek (Ulmasov és mtsai., 1997). Auxin hianyaban az AUX/IAA (Auxin/Indole-3-Acetic Acid)
fehérjék ARF transzkripcios faktorokhoz kotnek, gatolva az aktivald funkcidjukat (Tiwari és
mtsai., 2001). Az SCF™ komplex (SKP2/CULLIN/F-BOX E3 ubiquitin ligaz komplex
TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE1 (TIR1) specificitassal) jeloli ki lebontasra a gatlo
AUX/IAA fehérjéket auxin jelenlétében, vagyis az ubiquitin ligdz komplex auxin receptorként

miikodik (Quint és Gray, 2006). Ezen kiviil az AUXIN BINDING PROTEIN 1 (ABP1) jatszik
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receptor szerepet, mint sejtfelszini fehérje, ami a MAPK (MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN
KINASE) ttvonalon keresztiill indukdl auxin valasz-géneket (Napier és mitsai., 2002).
A legfontosabb auxin indukalt géneket harom géncsaladba csoportosithatjuk: a SAUR (Small
Auxin-Up RNAs), a GH3 (Gretchen Hagen 3) és az Aux/IAA (Auxin/Indole-3-Acetic Acid,
Indolacetic Acid-Induced Protein) csaladokba (Quint és Gray, 2006).

Fototropikus hipokotil elhajlas sordn az auxin felhalmozdédas az arnyékolt oldalon
torténik, rdadasul az auxin bioszintézis- és auxin valasz-gének csendesitése a megvilagitott oldalon
felerdsodik, mindezek kovetkeztében az arnyé€kos oldalon tapasztalhatd intenzivebb megnyulés
miatt hajlik el a fény felé a hipokotil (Christie és Murphy, 2013; Goyal és mtsai., 2013;
Vandenbussche és VVan Der Straeten, 2014) (3. abra). Az auxin gradiens kialakulasat tobb folyamat
befolyasolhatja: a de novo auxin szintézis és szallitas az arnyékolt oldalon, valamint a termel6dés
gatlasa a megvilagitott részen (Vandenbussche és Van Der Straeten, 2014; Woodward és Bartel,
2005). Az auxin szintézisben résztvevd kulcsenzimek génjének (példaul YUCCA = YUC gének)
aktivitasat befolyasolva alakithatd az auxin szint (Woodward és Bartel, 2005). Az auxin szallitasa
is kulcsfontossagti a megfelel6 fejlodési valaszok kialakulasahoz, példaul a tropikus valaszokhoz
(Friml és mtsai., 2003). A hormon sejtbe jutasa az AUXIN RESISTANT 1 (AUX1) transzmembran
fehérjének, valamint homologjainak (LIKE AUXIN RESISTANT = LAX) segitségével torténik
(Marchant és mtsai., 1999; Vandenbussche és mtsai., 2010). Miutan az auxin bejut a sejtbe, szamos
egyéb faktor, foként a PIN-FORMED (PIN) transzmembran fehérjék szabalyozzak az auxin
kijutasat (Chen és mtsai., 1998; Galweiler és mtsai., 1998; Abas és mtsai., 2006). Az AUX1-hez
hasonléan a PIN1 fehérje is aszimmetrikusan helyezkedik el, ezzel el@segitve az auxin polaris
transzportjat (Galweiler és mtsai., 1998). Az eltér6 auxinvalaszok kialakulasahoz a flavonoidok is
hozzajarulnak, ugyanis gatoljak az auxin bazipetalis transzportjat (Brown és mtsai., 2001; Jansen és
mtsai., 2001; Peer és Murphy, 2007), mégpedig fényfiiggd felhalmozddasuk miatt a megvilagitott
oldalon (lasd: 5.2.2.2. fejezet). A tapasztalatok alapjan tehat az UV-B iranyu elhajlasvalaszokhoz is
hozzajarulhat az auxin névekedési hormon, ezért DR5rev:GFP auxin riporter konstrukciot (Friml
és mtsai., 2003) alkalmazva megvizsgaltak az auxin miikodésének helyét a hipokotilban. Vad
tipusban egyiranyu kék fényben a jel er6sebb volt a hipokotil arnyékos oldalan, photlphot2 dupla
mutansban viszont nem alakult ki auxin gradiens. UV-B fényben azonban a photlphot2 dupla
mutans ndvényekben is erdsebb auxin jelet kaptak az arnyékos oldalon, ami bizonyitja a
fototropinoktol fiiggetlen auxin gradiens kialakulasat UV-B hatasara (Vandenbussche és Van Der
Straeten, 2014). Az auxin eloszlas valtozasat kék fényben az auxin vizszintes iranya szallitisa
okozza, amit a PIN-FORMED 3 (PIN3) auxin efflux szallito fehérje végez (Ding és mtsai., 2011,
Esmon és mtsai., 2006). Az auxin influx szallitbknak nincs szerepiik a folyamatban, ugyanis az
auxllaxllax2lax3 négyszeres mutans elhajlik kék és UV-B iranyaba is, ami arra utal, hogy inkabb
az auxin efflux, mint az influx folyamatok jatszanak szerepet a fototropikus elhajlasban

(Vandenbussche és Van Der Straeten, 2014).
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Az auxin efflux gatlasa azonban nem eredményezte az elhajlas teljes elmaradasat, ami
arra utal, hogy nem kizarolag az auxin eloszlasatol fiigg a fototropikus valaszok kialakulasa.
Valoban bebizonyosodott, hogy az UVRS és az auxin jelatviteli utjai kapcsolatban allnak, ezaltal az
UV-B sugarzas képes jelatviteli szinten is befolyasolni az auxin hatasat. Az UVRS szabalyozas
alatt allo HY'S transzkripcids faktorrol kideriilt, hogy befolyasolja az auxin jelatvitelét, ugyanis a
hy5 mutans névényben nem expresszalodik sem az 1AA7, sem pedig az 1AA14 auxin valasz-gén
(Cluis és mtsai., 2004; Halliday és mtsai., 2009; Sibout és mtsai., 2006; Vanhaelewyn és mtsai.,
2016).
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3. abra: Az egyiranyi UV-B sugarzasban UVRS altal indukalt fototropikus elhajlas modellje
Vandenbussche és mtsai. (2014) alapjin

Az UVRS és az auxin kolcsonhatasanak koszonhetd a hipokotil elhajlasa. A megvilagitott oldalon az UVRS
aktiv monomerjeinek ardnya magasabb, mint az arnyékos oldalon. Az aktiv UVR8 gatolja az auxin altal
kivaltott novekedési valaszokat, emiatt a megvilagitott oldali novekedés elmarad az arnyékos oldalon
bekovetkezéd novekedéstél. Ennek az egyenetlen novekedésnek koszonheté az UV-B iranyba torténd
fototropikus elhajlas.

Az auxin jelatvitelét természetesen nem csak az UV-B sugarzés befolyasolja, mint ahogy
az ki is deriilt a fototropinokkal kapcsolatban. Az UV-B sugarzas és kék fény mellett a voros fény
is szabalyozza a novekedési valaszokat. Ez nem meglepd, mivel a phyB és az UVRS jelatviteli utja
nem csak hogy kapcsolatban 4ll, hanem nagyjabol 70%-ban a benniik résztvevd faktorok is
kozosek (Fierro és mtsai., 2015). A levél epinasztia (levélszélek lehajlasa) szabalyozasaban példaul
-aminek 1étrejottében az auxin eloszlasnak van fontos szerepe- az UVRS8 és a phyB jelatvitel
egymassal Osszhangban miikodik. Az UV-B hatasara torténdé epinasztia uvr8 mutansokban nem
figyelhet6 meg, tehat ez egy UVRS altal szabalyozott mechanizmus. Meglepé azonban, hogy phyB
mutans névényekben szintén nem torténik meg a levélszél lehajlas UV-B hatasara. A phyB hianya
tehat lehetetlenné tette az UVRS altal szabalyozott epinasztia kialakulasat, ugyanugy, ahogy a
phyB jelatvitelben szerepld negativ szabalyozo faktor, a PHYTOCHROME INTERACTING
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FACTOR 5 (PIFS) fehérje tultermeltetése is (Fierro és mtsai., 2015). Nem meglepd tehat, hogy a
fitokrom jelatvitelben szerepld PIF transzkripcios faktorok mennyiségét is szabalyozza az UVRS: a
PIF4 és a PIF5 valoban lebomlik UV-B sugarzas hatdsara (Hayes és mtsai., 2014). Raadasul
célgénjeik szabalyozasat ugyanazokhoz a G-box elemekhez kotve végzik, mint melyekhez a HY5
is kot, ezaltal befolyasoljak egymas miikodését, mivel altalaban ellentétes hatastiak (Hayes és
mtsai., 2014; Toledo-Ortiz és mtsai., 2014). A PIF4, a PIF5 ¢és a PIF7 tobb, auxin jelatvitelben
(1AA19, IAA29) és bioszintézisben (YUC2, YUC5, YUCS, YUC9) szerepld gén promoteréhez képes
kotni, ezaltal aktivalni azokat, igy befolydsolva az auxin altal kivaltott novekedési folyamatokat
fényfiiggé6 modon (Hornitschek és mtsai., 2012; Sun és mtsai., 2013). A PIF fehérjé¢k fényt6l/UV-B
sugarzastol fliggd lebomlasa tehat segiti a HY'S auxinvalaszra gyakorolt gatlo hatasat.

Az auxin jelatvitel a PIF4 révén nem csak fotomorfogenikus, hanem termomorfogenikus,
vagyis homérséklettdl fiiggd ndvekedési valaszokkal is kapcsolatban all: a PIF4 kulcsszerepldje a
melegben (28 °C) megfigyelhetdé hipokotil megnytlas, illetve levélnyél megnyulas
szabalyozasanak (Hayes és mtsai., 2017). Azon til, hogy az UV-B sugarzas hatasara lebomlik a
PIF4 fehérje, a PIF4 génnek az atirddasa is gatlodik UVR8-fiiggé modon. Raadasul az UVRS
aktivalasa kovetkeztében a LONG HYPOCOTYL IN FAR-RED 1 (HFR1) fehérje stabilitasat is
ndveli, ami pedig a PIF4-gyel heterodimert kialakitva gatolja annak miikddését. Ezek a kiilonb6zo
gatld hatasok egyiitt elegendéek ahhoz, hogy a melegben észlelhetd, PIF4-t6l fiiggd
termomorfogenikus hipokotil nyulast az UV-B sugarzas teljes mértékben gatolja (Hayes és mtsai.,
2017).

Az el6zéek mind kdzvetett szabalyozasi formak abban a tekintetben, hogy az UVRS altal
elinditott jelatviteli Gt bizonyos résztvevdje, vagy azzal kolcsonhatasban allo egyéb faktor
mikodése kozvetitette az UVRE hatasat. Mivel azonban az UVRS feltételezett DNS-koto
képessége révén kozvetleniil is képes lehet gének szabalyozasara, nem zarhatjuk ki a lehet6ségét,
hogy ilyen gének az auxin jelatvitelében, vagy bioszintézis ttjaiban is szerepelnek. Ebb6l kiindulva
kvantitativ valds idejli RT-PCR modszerrel olyan géneket vizsgaltak, amelyek mikodése
megvaltozik UV-B és auxin jelenlétében is. Tobb olyan gént (IAA19 IAA29, SAUR23, SAUR27) is
talaltak, amiket vad tipusi ndvényben gatolt az UV-B sugérzas, mig uvr8 mutans névényben ez
nem tortént meg (Vandenbussche és mtsai., 2014). Valdszini tehat, hogy az auxinvalaszt az UVRS

jelatvitel gének szintjén is képes befolyasolni, még ha nem is az UVR8 DNS-ko6t6 képessége révén.

2.5.2.2  Kapcsolat egyéb hormonok jelatviteli rendszerével

A gibberellinek legfobb funkcidja a csirdzas eldsegitése, valamint a virdgzas indukalasa,
emellett a gibberellin jelatviteli itvonal a ndvekedést is serkenti a gatlo hatasi DELLA fehérjék
lebontasanak eldsegitése altal (Hauvermale és mtsai., 2012). Az UV-B sugarzas, nagy

valoszinliséggel HYS-fliggd uton, gibberellin inaktivald enzimek (példaul a GIBBERELLIN 2-
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BETA-DIOXYGENASE 1 = GA20x1) génjeit indukalja, aminek kovetkeztében megemelkedik a
DELLA proteinek szintje (UIm és mtsai., 2004; Weller és mtsai., 2009; Hayes és mtsai., 2014), ami
a novekedés gatlasahoz vezet. A DELLA fehérjékrél kimutattak, hogy tobb modon is gatoljak a
novekedést serkentd PIF fehérjék miikodését (Mazza és Ballare 2015; Li és mtsai., 2016). Mivel az
UVRS befolyasolja a HYS és a PIF-ek mennyiségét is, igy az UVRS és a gibberellinek jelatvitele
tobb ponton is dsszekapcsolodik.

A Dbrasszinoszteroidok novekedést serkentd hormonok, emellett szabalyozzdk a
szkotomorfogenezis-fotomorfogenezis atmenetet is (Luo és mtsai,, 2010). Az UVR8 a
brasszinoszteroidok jelatvitelével is kapcsolatban all. Ezt bizonyitja, hogy a BRASSINOSTEROID
INSENSITIVE 1 (BRII1) hormonreceptor és az UVRS jelatvitel kulcsszerepldje, a COP1 képes
kolcsonhatni egymassal, raadasul sotétben a COP1 kot a BRASSINAZOLE-RESISTANT 1
(BZR1) transzkripcids faktor foszforilalt, inaktiv formajahoz, aminek kovetkeztében utdbbi
lebomlik. Ez a defoszforilalt, aktiv BZR1 talsulyat eredményezi, ami eldsegiti a ndvekedést
sotétben (Li és He, 2016). Az UVRS ezt a folyamatot gatolja meg a COP1 ubiquitinald hatasat
csokkentve. A novekedés gatlas masik modja, hogy az UVR8 UV-B hatéasara kivaltja a HYS szint
emelkedését, a HYS pedig gatld hatast gyakorol a brasszinoszteroid jelatvitelre azaltal, hogy az
aktiv allapoti BZR1 faktorhoz két, igy inaktivalva azt (Li és He, 2016). Mindezek mellett a BZR1
képes a PIF4 fehérjével is kdlcsonhatasba 1épni, utébbinak az UVRSE szintén befolyasolja a
mennyiségét (Oh és mtsai., 2012). Az UVRS kozvetleniil is képes brasszinoszteroid jelatvitelében
szerepet jatszo transzkripcios faktorokhoz kotni, ezaltal gatolni a brasszinoszteroidok ndvekedést
serkentd hatasat: a BRI1-EMS SUPPRESSOR 1 (BES1) és a BESI-INTERACTING MYC-LIKE 1
(BIM1) brasszinoszteroid szabalyozas alatt allo, novekedést serkentd transzkripcids faktorok,
melyekhez az UVR8 kapcsolodni képes, igy gatolva utobbiak DNS-kétését (Liang és mtsai., 2018;
Yang és mtsai., 2018).

Szintén a ndvekedésre hatd hormonok a citokininek. Szerepiik van a sejtosztdodds és a
sejtmegnyulas serkentésében, a sejtek differencialodasanak szabalyozasdban. Az UVRS
jelatvitelével kozvetve és kozvetlenill is Osszefonddik a citokininek mitkddése, ugyanis tobb
citokinin-oxidaz gén is PIF4, PIF5, valamint PIF7 szabalyozas alatt all, tovabba a flavonoid
bioszintézist befolyasoljak, raaddsul a citokininek hatnak a HY5 transzkripciés faktor miikodésére
is (Vandenbussche és mtsai., 2007; Hornitschek és mtsai., 2012).

Az etilén egy olyan gdzhormon, aminek termelddése fokozodik UV-B sugérzéas hatdsara
(Mackerness és mtsai., 1999). Szerteagazd funkcidi ismertek a morfogenezis €s a stresszvalaszok
terén is. Az etilén jelatviteli rendszere szintén kapcsolatban all az UV-B sugarzas hatasaval:
az ETHYLENE-INSENSITIVE 2 (EIN2) az etilén jelatvitel pozitiv hatast résztvevdje, aminek
hianya megemelkedett flavonoid felhalmozddast eredményez UV-B hatdsara (Sun és mtsai., 2011).

Az EIN2 4ltal aktivalt, szintén pozitiv hatasi ETHYLENE-INSENSITIVE 3 (EIN3) pedig a PIF3
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fehérjét aktivalva képes a hipokotil megnyulast befolyasolni (Zhong és mtsai., 2012). Az etilén a
COP1 mikodését is segiti, ami szintén a fotomorfogenikus valaszokat gatolja (Yu és mtsai., 2013).

Az abszcizinsav a ndvények stresszhormonja, igy tehat szintje UV-B stressz hatasara is
megemelkedik a novényekben (Rakitina és mtsai., 2004; Tossi és mtsai., 2009; Dinh és mtsai.,
2013). Az abszcizinsavnak fotoprotekcidban betdltott szerepét tamasztja ala, hogy az abszcizinsav
bioszintézisben mutans ndvények érzékenyebbek az UV-B sugarzasra (Tossi és mtsai., 2009).
A molekularis szintli kapcsolatot az UVRS és az abszcizinsav jelatvitele kozott a HYS biztositja,
ugyanis a hy5 mutans novények rezisztensek az abszcizinsavra (Chen és mtsai.,, 1998).
A stresszvalaszok szorosan dsszefliggnek ROS-ok képzddésével is, ami tovabbi UVRS jelatviteli
kapcsolatokra enged kovetkeztetni. A fennalld kapcsolatok ellenére azonban meg kell allapitanunk,
hogy az abszcizinsav termelésének fokozodasa UV-B-ben inkabb altaldnos stresszvalasz, mintsem
specifikus UV-B-valasz.

A szalicilsav ¢és a jazmonsav a novények stresszhormonjai, amelyeknek legfontosabb
szereplik a biotikus stressz (névényi kartevok) elleni védekezés szabalyozasaban van. Szamos
esetben az UV-B sugarzas pozitivan befolyasolja a novények védekezOképességét az ilyen
stresszfaktorok ellen (Ballare és mtsai., 2012). Egy friss Osszehasonlitd elemzés alapjan a
szalicilsav és a jazmonsav kezelések hasonld génregulacids folyamatokat inditanak el, mint az
UV-B sugarzas. Az RNAseq adatbazisok 0sszehasonlitasa alapjan szamos olyan gén regulacioja
megtorténik biotikus stressz kovetkeztében, amiket az UVRS is szabalyoz, ennek kdszonheten a
novény (megfelelé dozisu) UV-B kezelés segitségével hatékonyabban tud védekezni bizonyos
kartevok ellen (Vandenbussche és mtsai., 2018). Mindezek alapjan a jelatviteli rendszerek
Osszefonddasa egyértelmiinek latszik.

Osszességében levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a novekedésre haté hormonok
mikddését az UV-B sugarzas gatolja, ezaltal hozzajarulva a fotomorfogenikus valaszok
kialakulasahoz. A stresszvalaszokhoz kapcsolt hormonok miikodését ellenben eldsegiti az UV-B
sugarzas. Mindent Osszevetve az adatok tiikrében kijelenthetjilk, hogy az UV-B-vélaszok
kialakuldsdhoz nagyban hozzijarul a hormonalis rendszer és az UVRS jelatviteli halozat

Osszehangolt miitkodése.

2.5.3 Kapcsolat egyéb jelatviteli folyamatokkal

Az, hogy az UVRS8 hozzijarul az UV-B elleni védekezéshez a flavonoidok
felhalmozodasa altal, kiderdilt a korabbi fejezetekb6l. Ezt a funkcidjat azonban mas fotoreceptorok
is befolyasoljak: az UVRS altal serkentett CHS génexpressziot a vords fény gatolja, mig az UV-A
és a kék fény elésegiti (Wade és mtsai., 2001). Tekintve, hogy az UVR8 szamos gén mikodését

befolyasolja, nem meglep6, hogy az UV-B elleni Osszetett védekezési valaszokban is fontos

srer
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hogy az uvr8 mutans novényeket a kisérletben hasznalt intenzitdsi UV-B sugarzas komolyan
karositja, mig az UVRS thltermelé novények ugyanolyan koriilmények kozott megemelkedett
UV-B toleranciaszintet mutattak (Favory és mtsai., 2009). Annak ellenére, hogy ezt a témakort
nem a hormonokkal foglalkozé fejezetben emlitem tag mivolta miatt, kétségtelen, hogy legalabb
kozvetett modon bizonyos részfolyamatok szabalyozasdhoz a hormondlis rendszer tagjai is
hozzéajarulnak.

Az uvr8 mutansok csokkent fotoszintetikus aktivitassal rendelkeznek UV-B sugarzasban,
amire az a magyarazat, hogy szamos, szintestben talalhatd fehérjét kodold gén is UVRS Aaltali
szabalyozas alatt all (Davey és mtsai., 2012). Erdekes jelenség, hogy bar az UV-B sugarzas UVRS
fiiggetlen tton kisebb levélméretet okoz, az uvr8 mutans ndvények a varakozassal ellentétben
kisebb levélmérettel rendelkeznek, mint a vad tipust ndvények. Ezek alapjan az UVRS hatésa, bar
kisebb mértékben, de éppen ellentétes egy szintén UV-B altal kivaltott folyamatra nézve (Wargent
és mtsai.,, 2009). Ez a példa is az UV-B altal kivaltott valaszok szabalyozasi halozatanak
bonyolultsagat érzékelteti.

Mindent 6sszevetve megallapithatjuk, hogy az UVR8 UV-B receptor szamos folyamatot
befolyasol a novények teljes életciklusa soran. Milkodéséhez elengedhetetlen az egyéb
fotoreceptorokkal, valamint a hormonokkal atfedé bonyolult jelatviteli haloézat. Az UVRS
hozzéjarul a névények optimalis ndvekedéschez és fejlodéséhez, valamint segiti az UV-B sugarzas
karosito hatasainak kivédését. Az esetlegesen mégis bekovetkezd (makromolekuldk sériilésébol
adodo) karok enyhitésére iranyuld folyamatok szabalyozasaban szintén fontos szerepet jatszik a

névények UV-B receptora, az UVRS.

2.6 Az UVRS jelatviteli halozatanak osszefoglalasa

Az UV-B sugarzas hatdsara az UVRS ¢és a COP1 szintje megemelkedik a sejtmagban, az
UVRS sejtmagi importjahoz nélkiilozhetetlen a COP1 jelenléte. Az inaktiv UVR8 dimerek aktiv
monomerré alakulva kotédnek a COP1 E3 ubiquitin ligdzhoz, gatolva annak lebontéasra kijel6lo,
ubiquitinalo funkciojat. Ennek kdvetkeztében minden COP1 altali gatlas alatt allo fehérje szintje
megemelkedhet, ilyen példaul a HYS5, fotomorfogenezist serkenté transzkripcios faktor is.
A kulcsszerepet jatszo HYS5 aktivalasdhoz mas, gatld faktorok miikodésének visszafogasa is
hozzajarul, mint amilyen példaul a WRKY36. Pozitiv visszacsatolasként a HYS eldsegiti sajat
maga és nagy valdsziniiséggel a HYH termel6dését (1asd az eredményeknél, az 5.2.3. fejezetben)
(Binkert és mtsai.,, 2014). A HYS5 révén bonyolult haldzat iranyitasa torténik meg a PIF
transzkripcios faktorokra és ndvekedési hormonokra gyakorolt hatdsan keresztiil, amelyek
leginkabb novekedési valaszokat befolyasolnak. Az UVRS, eddig tisztazatlan mechanizmusok
segitségével szamos olyan folyamatot is iranyit, amik HY5-tol fiiggetlenek. Ilyen példaul a PRR9

oragén aktivalasa. A RUP fehérjék negativ visszacsatoldst biztositanak azaltal, hogy gatoljak az
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UVRS8-COPI1 interakciot és gyorsitjak az UVRS redimerizalodasat, vagyis inaktivalodasat
(4. abra).

* Cirkadian 6ra szabalyozasa (CCA1, PRR9) * Fotomorfogenikus valaszok

» Védekezésivalaszok (MYB12, PR5) * Fototropikus valaszok

* Levél epinasztia (phyB-vel kozosen) * Fotoprotekcid (ELIP2)
Védekezésivalaszok (CHS)

(Gyenge)
UVv-B

kolcsonhatas

. S HY5
G\, &1 Koot i
@ monomer 7
dimer +COP1(?)
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m N
* Novekedés
* Termomorfogenezis
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sejtplazma

4. abra: Az UVRS iltal elinditott jelatviteli folyamatok sematikus modellje

A nyilak aktivalast, a talpas nyilak gatlast mutatnak. A nyilak vastagsaga a folyamatok jelatvitelben betoltott
fontossagat szimbolizaljak. A zold szinnel abrazolt jelatviteli folyamatok és faktorok az UVRSE hatésait
segitik, mig a pirossal jeloltek gatoljak azokat. A COP1 kettds szerepe miatt kék jelolést kapott. A zold
keretekben felsorolt folyamatokat az UVRS kivaltja, illetve serkenti, a piros keretben felsorolt folyamatokat
az UVRS8 gatolja. Az UVR8 és a COP1 kozott 1étrejové kolcsonhatas és ennek hatasa a HY5-ra
kulcsfontossagu ezért kiilon ki van emelve. Az X-szel athuzott folyamatok addig miikodnek, amig az UVRS
inaktiv, az UVRS aktivitasa kovetkeztében ezek a folyamatok gatlodnak. A kérddjellel jelolt folyamatok
molekularis hattere egyel6re nem tisztazott. B6vebb magyarazat a 2.6 fejezetben.

2.1 Szovettipusoktol fiiggo folyamatok a

fényérzékelésben

2.7.1 Példak szoveti-, vagy szervi autonomiat mutato

folyamatokra novényekben

A fény a beérkezési helytdl tavoli szovetekben is, akar az egész ndvényre hatast gyakorlo
valtozasokat képes okozni. Energiaforrasként tekintve a fényre egyértelmi, hogy a fény altal
termelt energia a névény minden szervéhez eljut, azokhoz is, amelyek nem érintkeznek fénnyel.

A hosszan tartd, er6s fény a korabban bemutatott példak alapjan stresszt okoz, ROS-ok
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keletkezesét €s sok egyéb, karos kovetkezményekkel jaré folyamatot valt ki az egész ndvényben,
amelyek ellen Osszetett védekez6 valaszok is elindulnak (Bornmann 1997; Hollosy 2002; Mittler
2002; Britt 2004; Jenkins 2009; Hideg és mtsai. 2013). Mint ahogyan az el6z6 fejezetben
bemutatott példak is alatamasztjak, a fény, mint jel sem csak ott okoz valtozasokat, ahol a ndvény
érzékeli azt a fotoreceptorai segitségével. A fotoreceptorok altal kivaltott valaszok a novény
fejlodését, novekedését befolyasoljak, amik Osszetett szabalyozast igényelnek, raadasul a
kiilonboz6 jelatviteli utak 6sszehangolt miikodése is sziikségs (Li és mtsai., 2011). A fény hasonlo
hatasai a gyokérben is megfigyelhetk: nagy intenzitasi UV-B sugarzas hatdsara gyokérndvekedés
gatlas torténik Arabidopsisban, mikdzben a gyokeret kozvetleniil nem éri fény (Ge és mtsai., 2010;
Krasylenko, és mtsai., 2012). A gyokérben egyébként szintén talalhatdé UVRS fehérje (Rizzini és
mtsai., 2011), aminek valdszintileg a gyokér fénykeriilé fototropikus valaszaban van szerepe
(Yokawa és Baluska, 2015).

Szamos esetben az Gsszetett szabalyozasi folyamatok 1étrej6ttéhez is bizonyos szovetekre
kizar6lagosan jellemz6 részfolyamatok Osszessége vezet, amelyek a szovetek kozti kommunikacio
révén kapcsolatban is allhatnak. Erre érzékletes példa a novényi szerveket alkotd Osszes szovettipus
6nallo, mégis koordinalt fejlddése, aminek eredménye az adott szerv vagy szervrendszer, példaul a
levelek kialakulasa (Bai, és mtsai., 2010; Breuninger és Lenhard, 2010; Uchida és mtsai., 2012).
Szovetautonomnak  tekintjik azokat a folyamatokat, amelyek kizarolag abban a
szovetben/sejttipusban jelennek meg, amelyben a valaszt elinditoé faktor megtalalhato, vagy azokat,
amelyek esetében a vizsgalt faktor egy adott valaszt csak akkor képes kivaltani, ha egy bizonyos
szovetben/szervben jelen van. A legtobb fényregulalt valaszreakcio nagyon Osszetett, ezért sokszor
eléfordul, hogy bizonyos részfolyamatok szovetekre jellemzéen mennek végbe, mig a teljes értéki
valaszhoz a jelek terjedése is sziikséges, ami nem egyenl6 a kiillonb6z6 részfolyamatok parhuzamos
lefutasaval. Erre az Osszetettségre kivald példa a novények arnyékkeriilési valasza, amit a
fitokromok szabalyoznak a PIF-ek segitségével, foleg az auxin szintézis gének miikodésének
befolyasolasa altal (Lorrain és mtsai., 2008; Tao és mtsai., 2008; Casal, 2013; Kim ¢és mtsai.,
2018). Mig a valaszt, aminek része a viragzas serkentése is, a mezofillben talalhato phyB elinditja,
addig a szallitoszovetekben talalhatdo phyB egyaltalan nem befolyasolta a viragzas idejét (Endo és
mtsai., 2005; Smith és Whitelam, 1997). A szOveti autonémia mellett a szovetek kozti
kommunikaci6 is jelen van az arnyékkeriilési valasz soran, ugyanis kideriilt, hogy a mezofillben
1év6 phyB képes a szallitoszovetekben csokkenteni a FLOWERING LOCUS T (FT) gén miikodését,
ami pedig a viragzas egyik kulcsgénje (Cerdan és Chory, 2003; Endo és mtsai., 2005). Raadasul azt
is kimutattak, hogy az arnyékkeriilési valasz soran a szallitoszovetekben joval tobb gén miikddése
fokozodott, mint a mezofillben, vagy az epidermiszben. A gének tobbsége auxin-valaszgén volt,
tehat a novekedési valaszt segitették (Kim és mtsai., 2018). A valaszreakcido végeredménye is
szervek szintjén szervezodik, ugyanis transzkriptdma analizis segitségével megallapitottak, hogy az

arnyékkerilési reakci6é alatt a hajtascsiicsban sokkal tobb gén mukddése fokozodott, mint a
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levélben (Nito és mtsai., 2015). Konnyen belathatjuk, hogy bar jelen van a szdveti autonomia a
szabalyozasban, a jelek terjedése nélkiil ez, az egész ndvényre hatd Osszetett valaszreakcid, nem
johetne létre.

A viragzas idejének szabalyozasaban a CRY2 is részt vesz, bar mas szdvetben érvényesiti
a hatasat, mint a phyB. CRY2-GFP (GREEN FLUORESCENT PROTEIN = GFP) fuzios fehérjét a
szallitoszoveti részben kifejeztetve a cry2 mutans novények késéi viragzas fenotipusat sikertilt
helyreallitani, mig ugyanez nem sikeriilt sem az epidermiszben, sem a mezofillben termeltetett
CRY2-GFP-vel. A tapasztalt szoveti autonomia az FT CRY2 altali indukcidjara is érvényes,
ugyanis a szallitészovetben termeltetett CRY2-GFP csak a szallitoszovetben emelte meg az
FT expresszidjat (Endo és mtsai., 2007). A phyB-hez hasonléan a CRY2 is szovetautonom modon
szabalyozza a viragzas idejét, de érdekes modon hatdsa nem ugyanabban a szovetben érvényesiil,
mint a phyB-é. Ez remekiil példazza, hogy ugyanazt a valaszt kiillonb6z6 fajtaju szabalyozasi
modok és faktorok egyidejiileg is befolydsolhatjdk, amik végiil kialakitanak egy Osszetett
valaszreakciot.

Korabban megallapitottak, hogy a PHOTI1 az Arabidopsis hipokotiljanak minden
sejtrétegében el6fordul (Sakamoto és Briggs, 2002; Wan és mtsai., 2008), raadasul a fototropikus
elhajlast gyenge kék fényben az epidermalis, a mezofillben talalhatd, valamint az endodermalis
PHOT!1 is el tudja inditani (Preuten és mtsai., 2013). Ennek ellenére bizonyos folyamatokban a
fototropinok miikodésére is jellemzd a szoveti autondomia. Kék fényben a levélben talalhato
paliszad parenchima (oszlopos sejtek a mezofillben, a felsé epidermisz alatt) sejtek hengeres alakot
vesznek fel, ehhez a PHOT2-re van sziikség. Azt is kimutattdk, hogy ezt a valaszt csak a
mezofillben 1évé PHOT? inditja el, az epidermiszben talalhato PHOT2 nem, vagyis a szabalyozas
szovetautonom modon zajlik (Kozuka és mtsai., 2011).

Szamos, korabbi eredmény utalt arra, hogy érdemes megvizsgalni a phyA tavoli vords
receptor szoveti szintli funkcidit. Mar 1993-ban Nick és munkatarsai arra a kovetkeztetésre
jutottak, hogy mustar csirandvények sziklevelét tavoli voros ,,microbeam” sugarzassal kezelve a
kalkon szintdz gén atirédasa sejtautonom modon torténik (Nick €s mtsai., 1993). Szovetautoném
folyamatokra utalé eredményeket hozott az a kisérlet, amiben zab (Avena sativa) phyA receptorat
dohanyban, kiilonb6z6 szervekben termeltették, aminek kovetkeztében egymastol eltéré fenotipus
valtozésokat tapasztaltak. Kimutattak tovabba, hogy a szallitészovetben talalhaté phyA gatolja a
gibberellin jelatvitelt, ennek kovetkeztében befolyasolja a novekedést (Jordan és mtsai., 1995).

A phyA szovetspecifikus mitkodésének atfogd vizsgalatat a kdzelmultban végezték el
(Kirchenbauer és mtsai., 2016). Kimutattak, hogy az epidermiszben talalhato phyA Onmagaban
felelds a gyokérndvekedés befolyasolasaért, a mezofillben és a szallitoszovetekben talalhaté phyA
nem volt képes helyreallitani a phyA mutans hattér fenotipusat. Az epidermalis phyA fontos, de
nem kizarolagos szerepet jatszik a sziklevél kiteriilésében, valamint a hipokotil megnyulas

gatlasaban, ugyanis a mezofillben és a szallitdszovetben talalhatd phyA hozzajarulasa sziikséges a
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teljes értékli valaszok kialakulasahoz (Kirchenbauer és mtsai., 2016). A kék fény felé torténd
fototropikus elhajlasban a phyA is szerepet jatszik, ugyanis a vords/tavoli vords mellett a kék
tartomanyban is van egy abszorpcios csucsa (Janoudi és mtsai., 1997; Kami és mtsai., 2012). Az
eredmények alapjan, érdekes modon sem az epidermalis, sem a szallitdoszoveti phyA nem jarul
hozza a hipokotil elhajlashoz, egyediil a mezofillben talalhatdé phyA volt képes a valaszt indukalni
(Kirchenbauer és mtsai., 2016). A phyA altal elinditott jelatvitelben kozponti szerepet jatszik a
HY5: tavoli vords fény hatdsara a HYS5 gén atirddasa és a HYS fehérje szintje megemelkedik.
Emellett a szkotomorfogenezist szabalyozd PIF-ek szintje lecsokken, tehat Osszességében
fotomorfogenikus valaszok indulnak el a ndvényben (Osterlund és mtsai., 2000; Leivar és mtsai.,
2012). Tavoli voros fény hatasara a HYS szint emelkedése és a PIF-ek lebomlasa csak azokban a
szovetekben volt megfigyelhetd, ahol a phyA jelen volt, tehat az ezeket iranyitdé molekularis
mechanizmusok egyetlen tagja sem lépett ki abbdl a szdvetbol, ahol a fényérzékelés megtortént,
ami bizonyitja a szoveti autonémiat (Kirchenbauer és mtsai., 2016).

Szovetek kozotti jelterjedésre is talalhatunk példat a phyA jelatvitelében: tavoli vords
fényben, vad tipusu névényhez hasonldan, a phyA-t kizarélag epidermiszben termeld transzgenikus
csiranovények esetében megfigyelhetd volt a GA20x1 gén indukcidja az epidermisz mellett az
epidermisz alatti rétegekben is (Kirchenbauer és mtsai., 2016). Hasonldé eredmény sziiletett a
XYLOGLUCAN ENDOTRANSGLUCOSYLASE/HYDROLASE 17 (XTH17) génnel kapcsolatban is,
ami etiolalt csirandvényekben a ndvekedd szervekben a sejtfal kialakitasaban vesz részt. Etiolalt
csirandvényekben az XTH17 gén a hipokotilban aktiv, mig a sziklevelekben inaktiv volt. A tavoli
voros kezelés a sziklevelekben megemelte, mig a hipokotilban csokkentette az XTH17 aktivitasat,
érdekes modon utdbbi szervnek csak a mezofill rétegében, annak ellenére, hogy a phyA-t
epidermiszben termeld transzgenikus névények mezofilljében nem volt detektalhaté mennyiségii
phyA (Kirchenbauer és mtsai., 2016). Ebben az esetben a szoveti autonomia helyett szovetek kozti
jelterjedés és inkabb szerv szintii specifikus szabalyozas figyelhetd meg.

Mindezek tiikrében levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy Osszetett valaszreakciok
tekintetében nehéz kijelenteni, hogy lefolyasuk szdvet-, esetleg szervautonom-e, érdemesebb

részfolyamatokra koncentralni ilyen célu vizsgalatok soran.
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3. CELKITUZESEK

A Fold felszinét eléré UV-B sugarzas novényekre gyakorolt hatasa kiemelten kutatott
teriilet. Napjainkban kitiintetett figyelmet élveznek azok az élettani vizsgalatok, melyek az UV-B
sugdrzas hatasat nem stresszorként, hanem jelként elemzik. A kis intenzitdsu UV-B sugarzas
szamos novekedési és fejlédési folyamatot szabalyoz anélkiil, hogy komolyabb karosodast okozna,
viszont kivaltja a novények akklimacio érdekében bekovetkezd védekezd valaszait. Az UVRS
UV-B fotoreceptor azonositdsa Ota kifejezetten erdsen kutatott teriiletté valt az UV-B altal
irdnyitott jelatviteli utak felderitése.

Tobb fotoreceptorral kapesolatban szamos adat all rendelkezésre kiilonb6z6 szovetekben
lejatszodo jelatviteli folyamatokrol. Ezek felderitéséhez nagyon jol alkalmazhat6 in vivo modszer a
szovetspecifikus promoterek altal muikddtetett riporter konstrukciok alkalmazasa transzgenikus
ndvényekben. Ilyen ndvényi vonalak felhasznalasaval vizsgalhatjuk, hogy milyen valaszért melyik
szovet(ek)ben talalhato receptor a felelds. Az UVRS fotoreceptorral kapcsolatban eddig nem alltak
rendelkezésre szdvetspecifikus miikodésével kapcsolatos adatok, rdadasul az UVRS jelatviteli
folyamataira vonatkozé informaciok is hidnyosak. Ezek vizsgalatara az UVRS8 sajat promoterével
és egyéb, széles korben hasznalt szovetspecifikus promoterek segitségével kifejeztettik az
YFP-UVRS kimérafehérjét transzgenikus uvr8 mutans ndvényekben. Ezekkel a ndvényekkel,
illetve mas, az UVRS8 iranyitotta jelatviteli utakban szerepet jatszo komponenseket kifejezd

transzgenikus novények vizsgalataval célul tiztiik ki, hogy:

1. felderitsiik az UVRS mennyiségének eloszlasat a kiilonb6z6 szovetekben;

2. megvizsgaljuk az UVRS8 szovetspecifikus hatasait fotomorfogenikus, akklimacios és
fototropikus valaszokra;

3. felderitsiik az UVRS8 funkcidira vonatkozd, csirandvényekben és felnétt ndvényekben
mutatkozo esetleges kiilonbségeket;

4. riporter konstrukciok segitségével megvizsgaljunk néhany, az UVRS iranyitotta
jelatvitelben szerepld gén kifejezodésének mintazatat;

5. megfigyeljiik a felnétt ndvények UV-B indukalta fototropikus valaszat és a mogotte allo

molekularis szintl valtozasokat.



4. ANYAGOK ES MODSZEREK
4.1 Kisérleti anyagok és élolények

4.1.1 Tapoldatok, taptalajok, antibiotikumok

4.1.1.1  Bakterialis tapoldatok

LB (Luria-Bertani medium) (pH=7,0): 1% (w/v) tripton (Molar Chemicals, Budapest,
Magyarorszag), 0,5% (w/v) élesztd kivonat (Molar Chemicals), 1% (w/v) NaCl (Molar Chemicals);
taptalajhoz 1,5% (w/v) agar (Molar Chemicals).

YEB (Yeast Extract Beef) (pH=7,0): 0,5% (w/v) Difco™ beef extract (Fisher Scientific, Hampton,
NH, Egyesiilt Allamok), 0,5% (w/v) szahar6z (Molar Chemicals), 2 mM MgSOy, (sterilre sziirve);
taptalajhoz: 1,5% (w/v) Difco™ Bacto®-agar (Fisher Scientific).

4.1.1.2  Novényi taptalajok

MS1 (Murashige-Skoog Medium) (pH=5,6): 2,15 g/L MS por (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Egyesiilt Allamok), 1% (w/v) szaharéz, 0,8% (w/v) Difco™ agar (Fisher Scientific).
MS3 (Murashige-Skoog Medium) (pH=5,6): 4,3 g/L MS por (Sigma-Aldrich), 3% (w/v) szahar6z,
1% (w/v) Difco™ agar (Fisher scientific).

AM (Arabidopsis Medium) (pH=5,6): 2,15 g/LL MS por, 1% (w/v) szaharoz, 0,2% (w/v) phytagel
(Sigma-Aldrich).

4.1.1.3 Antibiotikumok

Escerichia coli: Ampicillin (Amp) 100 ug/mL végkoncentracidban, Kanamicin (Km) 50 uxg/mL
végkoncentracidban.

Agrobacterium tumefaciens: Karbenicillin (Cb) 100 ug/mL végkoncentraciéban, Kanamicin (Km)

50 ug/mL végkoncentracidban, Rifampicin (Rif) 25 ug/mL végkoncentracidban.
Arabidopsis thaliana: Higromicin (Hyg) 15 xg/mL végkoncentraciéban, Klaforan (Cf) 200 xg/mL

végkoncentracioban (utobbit nem szelektdlashoz, hanem a ndvényi taptalajok bakterialis

fertozésének visszaszoritasa érdekében hasznaltuk).



4.1.2 Baktériumok

A molekularis klonozasi munkak soran Escherichia coli (E. coli) XL-1 Blue torzset
hasznaltunk (Stratagene). A novényi transzformalashoz elkészitett plazmidokat E. coli S17-1
torzsbe transzformaltuk, ezt kovetden a baktériumot ampicillines LB folyadékkultaraban
novesztettilk. Az Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pPM90RK) (Rif®, Kan®) torzsbsl (Koncz
és mtsai., 1994) YEB tapoldatban neveltiink kulturat. Utobbi torzs hivatott arra, hogy a névénybe
bejuttassa az idegen DNS darabot (t-DNS). A két elkésziilt szuszpenziobol egyenlé mennyiségeket
(1-1 mL) 6sszekevertiink, majd a keveréket 24 6ran keresztiil antibiotikumot nem tartalmazo YEB
taplemezen neveltiik 28 °C-on. A ndvekedd tenyészetbdl rifampicin, karbenicillin és kanamicin
tartalmit YEB taplemezre szélesztettiink, majd a rezisztens Agrobacterium telepeket harom
alkalommal kentiik at friss lemezre (passzalas). Az E. coli-tol ily modon megtisztitott
Agrobacterium-ot hasznaltuk a novények transzformalasara. Az Arabidopsis virag-infiltracios
transzformalast a korabban leirtak alapjan végeztiik (Clough és Bent, 1998). Lemezeinkben a
kanamicint biztonsagi okokbol hasznaljuk, hogy elkeriiljik a tobbi agrobaktérium tdrzsiinkkel

torténo esetleges befertdzddést.

4.1.3 Novények

Kisérleteinkhez Arabidopsis thaliana L (Heynh.) uvr8-6 (Favory és mtsai., 2009), uvr8-7
(Favory és mtsai., 2009), hy5-ks50 (Oyama és mtsai., 1997), photlphot2amiUVR8 (Vandenbussche
és mtsai., 2014) mutans, Wassilewskija (Ws) és Columbia (Col) névényeket hasznaltunk, utobbi
ketté6t vad tipust kontrollként. A hy5-1 hatterii ProHY5:HY5-YFP transzgént hordozd vonal
korabban elkésziilt (Oravecz és mtsai., 2006), ezt a vonalat kereszteztiik az uvr8-6 mutans vonallal,
igy allt el6 az uvr8 hatterii ProHY5:HY5-YFP transzgént expresszald vonal. A transzformalt
ndvények magjainak begylijtése utan a rezisztens egyedek szelektalasa klaforannal ¢€s
higromicinnel kiegészitett szelekcios AM taptalajon tortént steril koriilmények kozott. A rezisztens
egyedeket két hét elteltével foldbe iiltettiik, majd liveghazban neveltiik. Konstrukcionként 10-10
vonalat neveltiink, amikbdl kivalogattuk azokat, amik a transzgénre nézve egygénes mendeli
hasadast mutattak. Ezt kovetéen vizsgalatainkat a transzgénre nézve homozigéta egyedeken

végeztiik. Legalabb 3-3 fiiggetlen vonalat vizsgaltunk, az 6sszehasonlithaté eredményeket mutattuk

be.
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4.2 Novények nevelése és fénykezelése, kisérletek

4.2.1 Csiranovények nevelése és UV-B kezelése

A magok feliileti sterilizaldsa 30%-0s Domestos oldatban tortént, steril vizben négyszeri
atmosast kovetéen 72 oras duzzasztason estek at, sotétben, 4 °C-on (csirazas indukcid). Ezt
kovetden a magokat 2MS1 (MS = Murashige and Skoog, Sigma-Aldrich) taptalajra szélesztettiik.
A mikroszkopos kisérletekhez a csirandvényeket 12 ora fehér fény (80 umol m? s)/12 éra sotét
ciklusban neveltiik 22 °C-on 6 napig, névénynevelé kamrakban (MLR-350, Sanyo, Gallenkamp,
Egyesiilt Kiralysag), ezutdn UV-B fénnyel kiegészitett folyamatos fehér fény alé tettiik oket. A
fehér fényt PHILIPS TL-D 18W/33-640 fénycsovek biztositottak (10 gmol m? s™). A karosodast
nem okozo, alacsony intenzitasG UV-B fényt PHILIPS ULTRAVIOLET-B TL20W/01RS
fénycsovekkel allitottuk elé (1,5 umol m? s™) (Philips, Eindhoven, Hollandia). A csiranévények
UV-B kezeléséhez 3 mm vastag WG filtereket hasznaltunk (Schott, Mainz, Németorszag),
a korabban leirtak szerint (UIm és mtsai., 2004). Ezek a filterek ugynevezett alulvagéd (cut-off)
filterek. Az UV-B kezelt csiranévényeket (+UV-B) WG305 filterrel (kisziiri az UV-C tartomanyt,
de atengedi az UV-B jelentds részét), mig a nem UV-B kezelt kontroll névényeket (-UB-V)
WG385 (a teljes UV-B tartomanyt kisziird) filterrel takartuk le, ahogy azt korabban leirtak
(Oravecz és mtsai., 2006; Favory és mtsai., 2009; Rizzini és mtsai., 2011). Az UV-B fényt egy
CX-312 szenzorral felszerelt VLX-3W UV fénymérével (Vilber Lourmat, Eberhardzell,
Németorszag), a lathato fényt egy LI-250 Light Meter (Li-Cor, Lincoln, NE, Egyesiilt Allamok)
fényintenzitas mérével mértiikk. A hipokotil- és sziklevél felilletmérésekhez a csirandvényeket
3 napig novénynevel6 kamraban tartottuk, mieldtt megkaptdk az UV-B fénnyel kiegészitett

folyamatos fehér fényes kezelést 4-, vagy 5 napon keresztiil.

4.2.2 Felnott novények nevelése és UV-B kezelése

Az Arabidopsis magokat viragfoldre szorast kovetéen 4 °C-on tartottuk 4 napig, ezt
kovetéen ndvényneveld kamraban neveltiik (Grobank, CLF Plant Climatics, Wertingen,
Németorszadg) rovidnappalos koriilmények kozott (8 ora fény/16 ora sotét) fehér fényben
(120 umolm™ s), vagy UV-B fénnyel kiegészitett fehér fényben (kisérleteknél jeldlt intenzitison),
22 °C-on. A lathaté fényt egy LI-250 Light Meter (Li-Cor, Lincoln, NE, Egyesiilt Allamok)
fénymérdvel mértiik. A kamraban a fénykoriilmények beallitasa Aphalo és munkatarsai (2012) altal
leirtak alapjan tortént, az alkalmazott fény teljes spektrumat egy QE65000 spektrométerrel (Ocean
Optics, Dunedin, FL, Egyesiilt Allamok) mértiik (5. abra). Fehér fluoreszcens fénycsoveket
(L18W, Osram, Miinchen, Németorszag) és a csirandvény fénykezelésénél is hasznalt UV-B

fénycsoveket hasznaltuk (TL20W/01RS, Philips). A kezeléseinkhez hasznalt UV-B intenzitasokat
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ugy valasztottuk meg, hogy azok hasonloak legyenek a Szegeden, egy atlagos nyari napon, 11:00
és 13:00 kozott mért természetes értékekhez (7-15 umol m? s™1). Az UV-B sugarzast egy CX-312
szenzorral felszerelt VLX-3W UV fénymérével (Vilber Lourmat, Eberhardzell, Németorszag)
mértiik. A télevélrozsa atmérét héthetes novényeken mértiik, az analizishez ImageJ (NIH Bethesda,
MD, Egyesiilt Allamok) képelemzé szoftvert hasznaltunk.

A szarelhajlas, flavonoid akkumulacio és HYS/HYH felhalmozddas szarban torténd
méréséhez a novényeket ndvényneveld6 kamridban neveltiik 22 ©°C-on, hosszii nappalos
fénykoriilmények kozott (16 oéra 65 umol m? st intenzitasu fehér fény/8 ora sotét).
Hozzéavetdlegesen 5-6 hetes ndvényeket valogattunk a kisérleteinkhez, amiket egytitt neveltiink és
megfeleld hosszusdgi (minimum 5 cm) szarral rendelkeztek. A kivalasztott novényeket egyoldali,
gyenge UV-B kezelésnek tettiik ki: a 311 nm UV-B sugarzast egy TLO1 lampa biztositotta
(Philips), a kibocsatott sugarzast celluloz-acetat film segitségével sziirtiik, hogy a 295 nm alatti
sugarakat tavol tartsuk a novényektél. igy 1,4 umol m? s? intenzitast UV-B és 2,5 umol m%s*
intenzitasu fehér fény keverékét kaptuk. A fénymérést egy UV-B detektorral felszerelt PMA2100
fénymérével (SOLAR LIGHT CO. Glenside, PA, Egyesiilt Allamok) és egy SKP200 fénymérével
(Skye Instruments, Powys, Egyesiilt Kiralysag) végeztiik.

Fehér fény
90
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40 4
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2-20 284 348 411 474 536 598 659 719 780 839 899 957
Hulldmhossz (nm)
UV-B sugarzassal kiegészitett fehér fény
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5. abra: A novénynevelé kamraban hasznalt fehér,
illetve UV-B-vel kiegészitett fehér fény teljes spektruma

38



4.2.3 Hipokotil hossz és sziklevél feliilet meghatarozasa

Kisérleteinkben legalabb 40 csirandvényt és 100 sziklevelet mértiink le vonalanként €s
kezelésenként. Minden vizsgalatban az UV-B-vel kezelt/nem kezelt hipokotil hossz, vagy sziklevél
felillet értékek aranyat szamoltuk. Minden kisérletet legalabb haromszor ismételtiink.
A csirandvényekrol készitett képeken a hipokotilok hosszat, valamint a sziklevelek feliiletét ImageJ
(NIH) képelemz6 szoftver segitségével mértiik le, a kapott értékeket atlagolva, az atlagok standard

hibgjat feltlintetve abrazoltuk.

4.2.4 UV-B iranyba torténo szarelhajlas vizsgalata felnott
novényen

Az UV-B irdnyba torténd szarelhajlas vizsgalatat a 4.2.2. fejezetben leirt modon nevelt
felndtt novényeken végeztiik. A kivalasztott egyedeket fekete falu neveldszobaba tettiik, ahol
egyoldali UV-B sugarzast alkalmaztunk: a 311 nm UV-B sugarzast egy TLO1 lampa biztositotta
(Philips), a kibocsatott sugarzast celluloz-acetat film segitségével sziirtiik, hogy a 295 nm alatti
sugarakat tavol tartsuk a nvényektél. igy 1,4 umol m? s? intenzitast UV-B és 2,5 umol m%s*
intenzitasu fehér fény keverékét kaptuk. A fénymérést egy UV-B detektorral felszerelt PMA2100
fénymérével (SOLAR LIGHT CO. Glenside) és egy SKP200 fénymérével (Skye Instruments)
végeztik. Az egyoldali UV-B kezelés alatt a kivalasztott novényekrdl az éjszaka folyaman
15 percenként egy webkameras, automatizalt képrogzitd rendszer - infravoros filter nélkili CCD
kamera (Guillemot, La Gacilly, Franciaorszag), Active WebCam v.4 software (PY Software,
Etobicoke, Kanada) - segitségével készitettiink a fény beérkezési sikjara meréleges képeket a
novényekrél (Vandenbussche és mtsai., 2010). Az elkésziilt képeket Image] (NIH) képelemzd

szoftver segitségével elemeztiik, a mért értékek atlagat abrazoltuk.

4.2.5 Klorofilltartalom meghatarozasa

A Kklorofilltartalom mérésének menete a korabban leirtak alapjan tortént (Porra és mtsai.,
1989). Mintanként 10-10 csirandvényt 1,5 mL-es reakciocsébe gytiijtottiink. Nedves tomegiik
lemérése utan 1-1 mL N,N-dimetilformamidot (Sigma-Aldrich) mértiink a ndvényi anyagra.
A mintdkat 24 Oran keresztil szobah&émérsékleten, sotétben tartottuk, mikézben idénként
Osszeraztuk Oket. Ezutan a mintakat lecentrifugaltuk, a tiszta feliiliszo abszorbancidjat
spektrofotométerrel (Shimadzu UV-160A, Kioté, Japan) mértik 664 nm-en. A Klorofill
mennyiségét ebbdl az értékbdl szamitottuk ki, korabban leirtak alapjan (Inskeep és Bloom, 1985)

¢és az adott minta nedves tomegéhez aranyositva, a kontrollhoz viszonyitva abrazoltuk.
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4.3 Mikroszkopos technikak

4.3.1 Metszetek készitése felnott novények viragzati szarabol

Mikroszkopos vizsgalatokhoz a felndtt novények virdgzati szaranak felsé harmadabol
szarmazd metszeteket készitettiink. A vizsgalni kivant szarrészt (1-1,5 cm) orvosi szikével vagtuk
ki a szar fels6 harmadéabodl, majd a szardarabokat vagott 1,5 mL-es reakcidcsovekben fiiggdlegesen,
7%-o0s, alacsony olvadasponti agarézba (Sigma-Aldrich) dermesztettiik. Az agardzba agyazott
szardarabokbol vibratom (Thermo scientific HMS560, Waltham, MA, Egyesiilt Allamok)
segitségével metszeteket készitettiink, amiket tiveg targylemezekre gyiijtottiink (metszetvastagsag:
100 um, frekvencia: 120 Hz, amplitado: 0,9 um). A metszeteket mikroszkoppal vizsgaltuk a 4.3.2.

és a 4.3.3. fejezetekben leirtak szerint.

4.3.2 Konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkopia

A csirandvényeken végzett kisérletek sordn hasznalt konfokalis 1ézer-pasztazé mikroszkop
(CLSM) beallitasai és a magi fluoreszcencia mérésre vonatkozd részletes informaciokat
Kirchenbauer és munkatarsai (2016) irtdk le korabban. CLMS vizsgalatainkhoz Leica SP5
konfokalis 1ézer-pasztazo mikroszkopot (Leica, Wetzlar, Németorszag) hasznaltunk. A GFP-t a 488
nm-en, az YFP-t 514 nm-en gerjesztettiik, a jelet érzékeld detektorok beallitasa 496-518 nm (GFP),
illetve 545-582 nm (YFP) volt. Ezekkel a beallitasokkal az YFP-b6l és a GFP-bdl szarmazé jelek
jol elkiilonithetéek (6. abra). A mikroszkdp beallitasai, illetve a képfeldolgozas soran alkalmazott
fényeré és a kontraszt értékek az Osszetartozd képek esetében ugyanazok voltak, igy azok

egymassal dsszehasonlithatdak.

uvr8-6 hattérben ML1:YFP-UVR8 6. bra: YFP és GFP jelek detektslssa

Az YFP és GFP jelek elkiilonitését bemutatd
mikroszképos  felvételek. A mikroszkdp
beallitasai fentebb talalhatoak.

Col hattérben HY5:GFP-GUS-NLS
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Felnott novények esetében a szar elhajlasanak vizsgalatakor alkalmazott egyoldali UV-B
kezelést hasznaltuk kiilonb6zo idétartamig (eredményeknél jeldlve), ezt kovetden a szar arnyékos
oldalat kalkofluor (Calcofluor fluorescent brightener 28, Sigma-Aldrich) oldattal ecseteltiik, hogy a
vibratommal készitett metszetek orientacidja a targylemezen 1is kovethetd maradjon.
A metszetekben talalhato GFP jeleket CLSM mikroszkoppal figyeltiikk meg (Nikon, EZ C1, Tokyo,
Japan), mindegyik képet azonos beallitdsokkal készitettiik el. A jelintenzitas mérését a
megvilagitott oldalon végeztiikk, ezzel bedllitva a maximalis intenzitast, elkeriilve a jelek
szaturdldsat. Az elkésziilt képeket a mikroszkop sajat szoftverével értékeltiik ki (Advanced
Research analizis szoftver: Nikon, EZ C1, Tokyo, Japan). A megvilagitott és arnyékos oldalon is
10-10 sejtmagot mértiink le, a mérés adatait Microsoft” Excel-ben (Redmond, WA, Egyesiilt
Allamok) tovabb szerkesztettiik, a kapott értékek atlagat abrazoltuk. A kalkofluor ecsetelés
helyének  meghatarozasahoz a  mikroszkopon DAPI-festés  (4',6-Diamidin-2'-fenilindol
dihidroklorid) detektalasara alkalmas beallitasokat alkalmaztunk. Minden kisérlethez legalabb 5-5
novényt haszndltunk vonalanként. A mikroszkop beallitdsokat a korabban leirtak alapjan végeztiik

(Vandenbussche és Van Der Straeten, 2014).

4.3.3 Flavonoid detektalas

Csirandvényeken végzett kisérletek sordn a magok csiraztatasa a fentebb leirtak alapjan
tortént. A csirandvényeket 2 napig 12 o6ra fehér fény/12 o6ra sotét koriilmények kozott neveltiik,
majd 4 napig 1,5 umol m? s™ intenzitast fehér fény alatt néttek, ami 1,5 gmol m™? s™ UV-B fénnyel
volt kiegészitve. Az UV-B kezelt csiranovényeket (+UV-B) WG305 filterrel, mig a nem UV-B
kezelt negativ kontroll ndvényeket (-UB-V) WG385 filterrel takartuk le. A mikroszkopos
vizsgalatot megel6z0en a csiranévényeket 0,1% (w/v) DPBA (diphenylboric acid 2-aminoethyl
ester, Sigma-Aldrich) tartalmua, 0,15 M KH,PO4 (Molar Chemicals) és 0,15 M Na,HPO, (Molar
Chemicals) 6sszetételii foszfat pufferben (pH=6,8) inkubaltuk sététben, 15 percig. Ezutan a DPBA
oldatot eltavolitottuk, a csiranovényeket friss foszfat pufferrel kétszer atmostuk. A pasztazo
mikroszkoppal (Leica S5P, Németorszag) a DPBA-flavonoid komplexre jellemzd fluoreszcenciat
detektaltuk (488 nm lézer; pinhole: 200 um; spektralis emisszié detektor: 501-601 nm).

A felndtt novényeket a mar korabban leirtak alapjan neveltiik, majd kiillonb6z6 idejii
(eredményeknél jelolt), egyoldali UV-B sugarzasnak tettiik ki. A szdrakon az arnyékos oldalt
laborfilc segitségével megjeldltiik, majd a metszetek készitésekor ezt figyelembe véve, a
szarmetszetek morfologidja alapjan tudtuk pozicionalni a bemutatdsra szant, jeldletlen szakaszbol
készitett metszeteket. Ezt kovetoen a szarak felsé harmadabodl 3-4 cm-es darabokat vagtunk, majd
ezeket egy éjszakan at 96%-os etanolban aztattuk a klorofill eltavolitasa érdekében. Masnap az
etanolt DPBA oldatra -0,00375% (w/v) Triton X100 (Serva, Heilderberg, Németorszag), 0,25%

(w/v) DPBA-, vagy steril vizre (kontroll) cseréltiik, majd 2 oranyi aztatast kovetden vibratom



késziilékkel a korabban leirt modon metszeteket készitettiink, ezeket targylemezre gyijtottiik.
A flavonoidok felhalmozodasat epifluoreszcens mikroszkdppal vizsgaltuk (Zeiss Axiovert 200M,
Oberkochen, Németorszag), korabbiakban leirt beallitasokat hasznaltunk: 365-395 nm-es gerjeszto
fény, 420 nm long pass emission filter (Stracke és mtsai., 2010).

4.4 Molekularis biologiai modszerek

4.4.1 Molekularis klonozas

A restrikcios emésztésekhez hasznalt enzimek a Thermo Fisher Scientific-td] szarmaztak,
felhasznalasuk sordn kovettilk a gyartd utasitasait. A megemésztett DNS fragmentek tisztitdsat,
Osszeligalasukat, valamint a baktériumok transzformalast és a szelektalasi 1épéseket a Sambrook és
munkatarsai (2001) altal leirtak szerint végeztiik. Az YFP és az UVR8 kodolo régiokat a pPCV812-
es plazmidba (Amp®) klonoztuk (Bauer és mtsai., 2004), Smal-EcoRI és EcoRI-Scal fragmentek
formajaban. A MERISTEMLAYER 1 (ProML1), SUCROSE-PROTON SYMPORTER 2 (ProSUC2)
és a CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN 3 (ProCAB3) promoter fragmentek klonozasat a
korabban leirtak alapjan végeztiik (Kirchenbauer és mtsai., 2016), a ProUVR8 klonozasa egy 2569
bazisparos Sall-BamHI DNS fragmentként tortént. A f-gliiuronidaz (GUS) kodold régidja Smal-
Xhol (Adam és mtsai., 1995), a GFP egy Xhol-Clal, az NLS egy Clal-Sacl fragmentként (Wolf és
mtsai., 2011) keriilt a pPCVB812 binaris vektorba (Bauer és mtsai.,, 2004), igy jott létre a
GUS-GFP-NLS pPCVB vektor. Ezt HindIII és Smal restrikcios enzimekkel emésztettiik, a ProHY5-
et (Oravecz és mtsai., 2006) HindIlI-Stul fragmentként klonoztuk, ezzel helyettesitve a
35S prométert (Pro35S). A ProELIP2 (EARLY LIGHT INDUCED PROTEIN 2) és a ProPRR9
(PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 9) promoterek klonozasa 2772 bp (BamHI-Xbal), valamint
1324bp (BamHI-Smal) fragmentekként tortént. A ProHY5:HY5-GFP klont korabban készitettiik el
(Kirchenbauer és mtsai., 2016).

4.4.2 Novényi fehérjekivonatok készitése

Kisérleteink soran mintanként 100-150 mg ndvényi anyagot szedtiink 1,5 mL-es
reakcidcsovekbe. A mintékat folyékony nitrogénben fagyasztottuk le, majd 95 °C-ra elémelegitett
feltaro puffert -50 mM Tris-HCI (Molar Chemicals) (pH=6,8), 4 M urea (Sigma-Aldrich),
3% (w/v) SDS (Molar Chemicals), 0,1 M ditiotreitol (Sigma-Aldrich), 10% glicerin (Sigma-
Aldrich), 0,4 g/L bromfenolkék (Serva)- mértiink az adott mintara. Kozvetleniil ezutan specialis
faroheggyel tortént a csOben 1évo mintak feltarasa eldorzsoléssel, 80 mp 95 °C-os melegitést
kdvetden Gjabb dorzsolés, majd 2 perc 95 °C-os melegités kovetkezett. A feltarast minden egyes

mintaval egyenként végeztilk el. A feltart mintakban a tormeléket 5 perc centrifugalassal



iilepitettiik, a feliilluszot 0j csovekbe gytijtottiik. Az igy nyert fehérjekivonatok tovabbi kezelés
nélkiil felvihetéek SDS-poliakrilamid gélre.

4.4.3 Fehérjeszint meghatarozas Western blot modszerrel

A fehérjék elvalasztasadhoz 10%-0s SDS-poliakrilamid denaturalé gélt alkalmaztunk, a
futtatas Tris/glicin/SDS futtato pufferben tortént: 25 mM Tris (Molar Chemicals), 192 mM glicin
(Sigma-Aldrich), 0,1% (w/v) SDS (Molar Chemicals). Mintanként 20-20 ug 6sszfehérjét futtattunk
meg. Az elvalasztast kovetéen a gélt néhany percig mosopufferben -0,05 M Tris/HCI (Molar
Chemicals) (pH=7,4), 0,2 M NaCl (Molar Chemicals), 0,05% Tween® 20 (Sigma-Aldrich)-
aztattuk, amig metanollal equilibraltuk az Immobilon®-P PVDF (polivinilidén-difluorid) miianyag
membrant (Merck Millipore, Darmstadt, Németorszag), amire a fehérjék atvitelét végeztiik.
A gélbél a fehérjéket elektroblot késziilékkel (BioRad, Hercules, CA, Egyesiilt Allamok) vittiik 4t a
PVDF membranra (100V, 2h). Az atvitel végén a membrant egy éjszakan keresztiill 4°C-on,
blokkolod pufferben aztattuk: 2,5% (w/v) tejpor (zsirmentes tejpor, élelmiszerboltbol), 0,1 M
Tris-HCI (Molar Chemicals) (pH=7,4), 0,2 M NaCl (Molar Chemicals), 0,05% Tween® 20 (Sigma-
Aldrich). Masnap a membrant mosdpufferben egyszer atoblitettiik, majd 1,5 6ran keresztiil
mosopufferben oldott anti-UVRS ellenanyaggal (Prof. Roman Ulm ajandéka), vagy anti-aktin
ellenanyaggal (Sigma-Aldrich) mostuk szobahdmérsékleten. Ezt a 1épést 3x10 perc mosas kovette
mosopufferrel. Ezutdn mosopufferbe oldott torma peroxidaz (HRP) kapcsolt nyul-1gG elleni
(Dako/Agilent, Santa Clara, CA, Egyesiilt Allamok) (anti-UVRS elsédleges ellenanyag esetén),
vagy egér-IgG elleni (Invitrogen, Carlsbad, CA, Egyesiilt Allamok) (anti-aktin esetén) masodlagos
ellenanyaggal mostuk a membranokat 1,5 6ran keresztiil. Tovabbi 3x10 perces mosopufferes
mosast koOvetbéen a leitatott membrant 30 mp-ig aztattuk Millipore Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate Peroxidaz és Luminol reagensek 1:1 aranya oldataban, majd
CCD kamera (Hamamatsu C4742-98, Hamamatsu, Japan) segitségével detektaltuk a
kemilumineszcens reakciobol szarmazo jeleket. A fehérjekivonatok elkészitését és a Western blot
kisérleteket haromszor ismételtiik, az eredményeket reprezentald képeket mutatom be. A kapott

jelek intenzitasat ImageJ (NIH) képelemz6 szoftver segitségével szamszerisitettiik.

4.4.4 A transzkripcios szintek meghatarozasa

Az 6ssz-RNS Kivonat készitése, a cDNS szintézis és a kvantitativ RT-PCR analizis Fehér
¢s munkatarsai (2011) leirasa alapjan torténtek. Csirandvények esetében adott fénykezelést
kdvetden teljes csirandvényekbdl készitettiink 6ssz-RNS mintat.

Feln6tt novények esetében végzett egyoldali UV-B sugarzast kovetd HY5 és HYH

expresszios mintazatot vizsgalo kisérletiinkben hosszaban félbevagott szarak 1,5-2 cm hossziasagu
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darabjait gy(jtottiik reakciocsdvekbe, killon a megvilagitott és az arnyékos oldali feleket,
mintanként legalabb harom novényrél. A feltarast minden esetben a folyékony nitrogénben
lefagyasztott mintak rézatasos homogenizalasaval végeztik Retsch® MM 301 (Retsch, Budapest,
Magyarorszag) homogenizator segitségével.

Feltarast kovetden 1ug RNS-bol cDNS-t készitettlink cDNS szintézis kittel, random
hexamer primereket hasznalva, a gyarté utasitasainak megfelelden (Fisher Scientific RevertAid
First-Strand cDNA Synthesis Kit). Az mRNS szinteket valos idében mért PCR-rel hataroztuk meg
ABI PRISM® 7300 (Applied Biosystems, Foster City, CA, Egyesiilt Allamok) gépet hasznalva,
POWER SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) alkalmazisaval. Minden
kisérletnél késziilt egy, a mintakbol keverékként eléallitott cDNS higitasi sor, mely 1-, 10-, 100-,
1000-szeres higitasi pontokat tartalmazott. A higitasi sor tagjaiban megmértiik az adott mRNS-ek
szintjét, majd az egyes primerparokkal kapott értékekre egy egyenest illesztettiink, aminek
meghataroztuk az egyenletét. A vizsgalni kivant mintdkban az mRNS szintet ez alapjan szdmitottuk
Ki. A kapott értékeket a mintak TUB2 és TUB3 (tubulin) 6ssz-mRNS szintjéhez vonatkoztatva
adtuk meg. Minden mérést haromszor ismételtiink meg. A PCR koriilményeit a kovetkezok szerint
allitottuk be: 94 °C 2,5 perc, 40x (95 °C 15 mp, 60 °C 1 perc), 95°C 15 mp, 60°C 15 mp. A

sokszorozashoz hasznalt primerek (0,3 uM) listaja az alabbi tablazatban olvashato:

Forward primer (5'—3) Reverse primer (35"

ELIP2 (At4g14690) CAGTTAGCAAGCCTAAGGTG AATCCAACCATTGCTAGTCTC
PRRY (At2g46790) ACTCAACTCGTCAAATCATCAC TCTCCTTTAGAACCTCCCAC
HYS (At5g11260) CAGGCGACTGTCGGAGAAAGTCAAAGG TCAACAACCTCTTCAGCCGCTTGTTCTC
HYH (At3g17609) GCCTCAAGAGATTATTGAGGA CTCTTGATTCCAAATCACTCAC
CHS (At5g 13930) TGAGAACCATGTGCTTCAGGCGGAG TGTCGACTTGTCGCACATGCGCT
TUB2/TUB3 (At5g62690/At5g62700) CCAGCTTTGGTGATTTGAAC CAAGCTTTCGGAGGTCAGAG

1. tablazat: a transzkripcio6s szintek meghatarozasahoz hasznalt primerek jegyzéke
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5. EREDMENYEK

5.1 Az UVRS felhalmozodasa kiilonb6z6 szovetekben

5.1.1 A ProUVR8:YFP-UVRS transzgén expressziojanak helye
Arabidopsis novényben

Mivel vizsgélatainkban az UVRS szdvettipusoktol fliggd funkcidira szerettiink volna
fokuszalni, ezért elsé 1épésként fel kellett deriteniink, hogy pontosan milyen szdvetekben talalhato
UVRS a névényben. Eléallitottunk olyan transzgenikus ndvényi vonalakat, melyek az YFP-UVR8
fuzios fehérjét az UVR8 gén sajat promoterének iranyitasa alatt termelik uvr8 mutans hattérben.
Mivel mindegyik vonalunk alacsony szinten termelte az YFP-UVRS fehérjét, kisérleteinkhez
kivalasztottuk a legmagasabb szinten expresszald vonalat (késobbiekben: ProUVRS vonal).
A ProUVRS8 ndvények szoveteiben és a (késobbiekben bemutatasra keriilo, YFP-UVRS8-at
szovetspecifikusan termeld) tobbi vonalunk kiilonb6zé szdveteiben mérhetd YFP-UVRS
mennyiségek jol Osszehasonlithatonak bizonyultak. A ndvények vizsgilata a csirandvények
esetében a sziklevél és a hipokotil epidermiszére, a sziklevelek (és felnétt novények leveleinek)
mezofill szoveteire, a hipokotil szubepidermdlis sejtjeire (felnétt novény szaraban a kortexre),
valamint a szallitoszovetekre vonatkozott. A vizsgalt csirandvényekben az YFP-UVRS fehérjét az
epidermiszben, és bar alacsonyabb szinten, de a mezofill/szubepidermalis sejtekben is ki tudtuk
mutatni CLSM-mel, a sziklevelekben és a hipokotilban egyarant (7. abra A-C, 8. abra A, B).
A szallitészovetekben YFP-UVR8-at nem tudtunk detektalni (7. abra A-C, 8. abra C).

Feln6tt novény szaraban szintén megtalalhaté az YFP-UVR8 az epidermiszben, valamint
a szar kortexében (9. abra). Erdemes azonban megjegyezni, hogy a hasznalt transzgenikus
vonalunkban kifejeztetett YFP-UVRS fehérje mennyisége megkozelitoleg csak 10%-a volt a vad
tipusu ndvényben megtalalhatd endogén UVRS fehérje szintjének (10. abra A) és nem sikeriilt
azonositani ennél magasabb szinten expresszalo ProUVR8:YFP-UVR8 transzgenikus vonalat.
Ennek fényében nem zarhatjuk ki a lehetdségét annak, hogy a vad tipusi novények

szallitoszoveteiben is megtalalhatoé az UVRS fotoreceptor.



Sziklevél Hipokotil fels6 harmad Hipokotil alsé harmad

ProML1 ProCAB3 ProUVRS8

ProSUC2

7. abra: Az YFP-UVRS fuzios fehérje kimutatasa a csiranévény sziklevelében és hipokotiljaban
CLSM segitségével

A szovetspecifikusan YFP-UVRB8-at termeld transzgenikus hétnapos csirandvényekben detektaltuk CLSM-
mel az YFP-UVR8-bol szarmazo YFP jeleket, kiilonb6z6 szovetekre fokuszalva:

Els6 oszlop: (A, D, G, J) Sziklevél.

Masodik oszlop (B, E, H, K) Hipokotil (felsé része), fokuszsik az epidermisz/epidermisz alatti szovetrész
hataran.

Harmadik oszlop: (C, F, I, L) Hipokotil (felsé része), fokuszsik az epidermisz alatti/szallitoszovetek
rétegében.

Fehér nyilak: néhany kivalasztott sejtmag az epidermiszben, sarga nyilak: sejtmagok a
mezofill/szubepidermalis rétegben, piros nyilak: sejtmagok a szallitoszovetekben.
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8. abra: Az YFP-UVRS fuzios fehérje szovetspecifikus kifejezédése
transzgenikus csiranévények sziklevelében

Az YFP-UVRS fehérje elhelyezkedését CLSM-el vizsgaltuk az UV-B sugarzassal kiegészitett fehér fényben
nevelt hétnapos transzgenikus uvr8 mutans novények szikleveleiben. A kiilonb6z6 transzgenikus vonalakban
termel6d6 YFP-UVRS8 mennyiségek 0Osszehasonlithatosaga érdekében az egyes szovetekben késziilt
képekhez ugyanazokat a beallitisokat alkalmaztuk. A ProUVRS (A, B, C), ProML1 (D, E, F), ProCAB3 (G,
H, 1) és ProSUC2 (J, K, L) transzgenikus csiranévények epidermiszét (A, D, G, J), mezofill sejtjeit (B, E,
H, K) ¢és szallitoszoveti részeit (C, F, I, L) vizsgaltuk. A fehér nyilak az epidermisz rétegben kivalasztott
sejtmagokat, a sarga nyilak a mezofill rétegben kivalasztott sejtmagokat, mig a piros nyilak a szallitoszoveti
sejtek sejtmagjait jelolik. A méret vonal 50 um-t mutat.
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5.1.2 Az YFP-UVRS fehérjét kiillonb6zo szovetekben kifejezo
transzgenikus novényi vonalak jellemzése

Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk az egyes szovetekben taldlhato UVRS fehérje
funkcidit, olyan transzgenikus novényi vonalakat is eldallitottunk, melyek uvr8 mutans hattérben,
ProML1, ProSUC2, vagy ProCAB3 prométer iranyitasaval termelik az YFP-UVRS8 fehérjét
(késobbiekben ProML1, ProSUC2, ProCAB3 néven hivatkozok az adott ndvényi vonalakra).
Ezeket a promotereket korabban mar szamos alkalommal hasznaltak arra, hogy a vizsgalt fehérjét
specifikusan, bizonyos sejtekben termeltessék: a MERISTEM LAYER 1 prométer (ProML1) az
epidermiszben, a CHLOROPHYLL A/B BINDING PROTEIN 3 promoter (ProCAB3) a
mezofill/kortex szovetekben, a SUCROSE-PROTON SYMPORTER 2 promoéter (ProSUC2) a
szallitoszovetekben torténd fehérjetermeltetésre alkalmas (Mitra és mtsai., 1989; Sessions és mtsai.,
1999; Srivastava és mtsai., 2008 Hategan és mtsai.,, 2014; Kirchenbauer és mtsai., 2016).
A promoterek miikodését a transzgenikus csirandvényeinken vizsgalva ellendriztilk, hogy a
ProML1 az YFP-UVRS fehérjét valoban a csirandvények epidermiszében termelte (a sziklevélben
és hipokotilban egyarant) (7. abra G-l, 8. abra D), feln6tt névények szaraban szintén az
epidermiszben tudtunk YFP-UVR8-at detektalni (9. abra). A ProCAB3 a csirandvények
sziklevelében a mezofillben (7. abra D, 8. abra H), valamint a hipokotiljuk szubepidermalis
sejtjeiben (7. abra E, F) talaltunk YFP-UVRS8-at, felnétt novényekben pedig a szar kortexében
tudtunk YFP-UVR8-at nagy mennyiségben detektalni (9. abra). A varakozasoknak megfeleléen
nem észleltiik ezeknek a promotereknek az aktivitasat a szallitdszovetekben (7. abra D-I, 8. abra
D-1, 9. abra). A varakozassal ellentétben a ProSUC2 nem csak a hipokotil és a sziklevelek
szallitoszoveteiben, hanem szubepidermalis sejtjeiben is mutatott aktivitast csirandvényekben
(7. abra J-L, 8. abra J-L), feln6tt névények szardban pedig a kortexben és a szallitdszovetekben

figyeltiink meg szamottevé YFP-UVRS jelet (9. abra).
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uvr8-6 ProUVRS8

ProML1 ProCAB3 ProSUC2

B Epidermisz Endodermisz | Bélszovet | Floém | Xilém
(ep) (en) (b) (fl) (x)
Col - - - - - - -

uvr8-6 - - - - - - -
ProUVR8 + + + + + - =
ProML1 ++ - - - - - -
ProCAB3 - - +++ ++ + + -
ProSUC2 - - + + - ++ -

9. abra: Az YFP-UVRS fuziés fehérje kimutatisa
transzgenikus felndtt névények szaraban, kiilonb6z6 szovetekben

A) Felndtt novények szarabol késziilt hosszmetszeteken vizsgaltuk CLSM-mel az YFP-UVR8
termelédésének helyeit. Az YFP jeleket bemutatd képeket és a fehér fénnyel atvilagitott metszeti képeket
egymasra illesztve abrazoltuk. A piros nyilak az YFP-UVR8-bdl szarmaz6 YFP jeleket mutatjak. A
roviditések: sz = sztdma, ep = epidermisz, ko = kortex, en = endodermisz, fl = floém, b = bélszovet. A méret
vonal 100 gm-t mutat.

B) Afelnétt novény részletesen vizsgalhato szoveteiben el6forduld fluoreszcens jelek Osszesitd tablazata.
Jelolések: (-): nincs YFP-UVRS, (+): kevés YFP-UVRS, (++): kozepes mennyiségii YFP-UVRS, (+++):
nagyon sok YFP-UVRS az adott szovetben.

Western blot analizis segitségével megallapitottuk, hogy a vad tipust csiranévényben
mérhetd endogén UVRSE szinthez képest az altalunk hasznalt ProML1 vonalban az 0Osszes
YFP-UVRS fehérje szintje hozzavetdlegesen 5%, a ProSUC2-ben 25%, mig a ProCAB3 vonalban
75% (10. abra A). Ezzel a moddszerrel azonban csak a csirandvényekben el6forduld Osszes
YFP-UVRS mennyisége hatarozhatdé meg, kiilon-kiilon az egyes szovetekben termelddott
mennyiségek nem. A ndvényekben taldlhatd 0ssz-UVR8 mennyiség mellett azt is fontos volt

tudnunk, hogy az egyes vonalak szovetei mennyi YFP-UVRS8-at tartalmaznak, ezért a
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fehérjeszinteket CLSM-mel is megmértiik. Ezzel a megkdzelitéssel vizsgalva a kiilonb6zo
szovetekben talalhatd YFP-UVRS8 mennyiségek egymassal 0sszehasonlithatoak a mikroszkopos
képeken lathato YFP jelek lemérése alapjan (10. abra B, C). Az YFP-UVRS fehérje mennyisége
az epidermiszben hasonlénak mutatkozott a ProUVRS8 és a ProML1 vonalakban (10. abra B), a
ProUVRSE mezofilljéhez képest pedig 4-5-szor tobb fehérje van a ProCAB3 vonal mezofill
sejtjeiben (10. abra C), mig ugyanott a ProSUC2 vonal a ProUVR8-ban mérthez hasonlé szintet
mutat (10. abra C). Ezzel a moddszerrel csak a felszinhez koézelebbi szovetekben termelt
YFP-UVRS fehérje szint allapithatdé meg precizen, a mélyebben elhelyezkedd szallitoszovetekben a

jelek erdsségét igy nem tudtuk vizsgalni.

A

Col  ProMLL ProCAB3 ProSUC2 ProUVRS uvr-6 10. abra: Az YFP-UVRS fehérje szintje a
transzgenikus csiranévények kiilonb6zo
UREEVRS o D S—— szovettipusaiban

Endogén UVRS A) Endogén UVRS és YFP-UVRS fehérjeszintek
meghatdrozasa ~ Western  blot  modszerrel.
aktin ~---| Az osszfehérje kivonatokat folyamatos, UV-B
sugarzassal kiegészitett fehér fényben nevelt
B &0 C s négynapos csirandvényekbdl nyertiik.
701 - g 1 A fehérjeket UVRS specifikus ellenanyaggal
& 60 g 40 (anti-UVRS8) mutattuk ki. A mintak felvitelének
§. 50 E" 40 pontossagat anti-aktin ellenanyaggal ellendriztiik.
340 E B-C) Az YFP-UVRS felhalmozddas vizsgalata
£ 30 £ 2 CLSM-mel: az uvr8-6 hattérben kifejeztetett
=30 2 - YFP-UVR8 fehérjékbdl szarmazo fluoreszcens
E 10 E jeleket vizsgaltuk a ProUVRS, és a ProMLI1
& 0 & 0 . vonalak  sziklevelének epidermiszében (B),
ProML1 ProUVR8 ProCAB3 ProUVR8 ProSUC2 Valamint a PI-OCAB3 éS PrOSUC2 Vonalak

epidermisz alatti sejtrétegében (mezofill) (C).
A hibasavok az atlagok standard hibajat mutatjak
(n>60).

5.2 A kiilonbo6zo szovetekben termelt YFP-UVRS hatasai

5.2.1 Csirandvények Kkis intenzitasu UV-B sugarzas hatasara
bekovetkezo fotomorfogenikus valaszai

Munkank sordn célunk volt felderiteni, milyen funkciokat lat el az UVRS fehérje a
kiilonb6zo szovetekben: vannak-e specifikus, szovettipusokra jellemzd valaszok, folyamatok,
esetleg talalunk-e kapcsolatot a kiilonb6z6 szovetekbdl elindulé, UVRS altal kivaltott jelatviteli
folyamatok miikodése kozott. A folmeriilt kérdések megvalaszolasa érdekében transzgenikus
csirandvényeinkben megvizsgaltuk az UV-B hatdsara adott legfontosabb fotomorfogenikus
valaszokat: a hipokotil nyulas gatldsat, valamint a sziklevelek ndvekedését. Az altalunk hasznalt

gyenge UV-B-kezelés alkalmas arra, hogy a fotomorfogenikus hatasokat vizsgaljuk, ugyanis a
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kezelés hatasara a hipokotil megnyulas gatlasa er6sodott a vad tipusu csirandvények esetében, mig
az uvr8 mutansok sokkal kisebb, elhanyagolhatd mértékli valaszt adtak (11. abra A). Ezek a
megfigyeléseink megerdsitik a korabban kozolt kisérletek eredményeit (Favory és mtsai., 2009)
¢és igazoljak, hogy az alkalmazott sugarzas nem (csak) altalanos, hanem UVRS8-specifikus valaszt
valt ki. Mindegyik transzgenikus vonalunk jol mérhet6 hipokotil megnyulas gatlas valaszt mutatott,
de egyik sem volt képes teljes mértékben helyreallitani az uvr8 mutans fenotipust. A ProUVRS
(YFP-UVRS termeltetés endogén promoterrel) és a ProML1 (YFP-UVRS8 az epidermiszben)
vonalak hasonlé intenzitasu valaszt mutattak, a ProCAB3 (YFP-UVRS8-at a mezofillben termeld)
vonal esetében figyelhettiik meg a leghangstlyosabb, a ProSUC2 (YFP-UVRS a szallitoszovetben
¢és a mezofillben) vonalnal pedig a leggyengébb valaszreakciot (11. abra A).

Megvizsgaltuk azt is, hogyan valtozik a sziklevelek feliiletének mérete UV-B besugarzas
hatdsara: az uvr8 mutans, a ProCAB3 ¢és a ProSUC2 csirandvények szikleveleinek csokkent a
feliilete, ezzel szemben a ProUVRS8, ProML1 esetében a vad tipusu ndvényekhez hasonlo,

kismértéki sziklevél felilletnovekedést tapasztaltunk (11. abra B).
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11. abra: uvr8 mutans fenotipus komplementalasa
kiilonboz6 szovetekben kifejeztetett YFP-UVRS fotoreceptorral

A) Az UV-B sugarzas hatasa a hipokotilhosszra. Az UV-B-vel kiegészitett (+UV-B) és UV-B nélkiili
(-UV-B) folyamatos fehér fényben 4 napig nevelt csirandvények hipokotiljanak hosszat mértiik le és a relativ
hosszt abrazoltuk (+UV-B/-UV-B).

B) UV-B sugarzas hatasa a sziklevél-feliilletre. Az UV-B-vel kiegészitett (+UV-B) és UV-B nélkiili (-UV-B)
folyamatos fehér fényben 4 napig nevelt csiranovények szikleveleinek feliiletét mértiik le, a relativ feliiletet
abrazoltuk (+UV-B/-UV-B).

A-B) Minden mérést haromszor ismételtiink, az atlagokat abrazoltuk. A hibasavok a standard hibat mutatjak
(A: n>30, B: n>100). Csillagokkal jeloltiikk azokat a vonalakat, amelyek szamottevé eltérést mutatnak az uvr8
mutanshoz képest a Student-féle t-proba alapjan (szignifikancia: *P<0.05, **P<0.01,***P<0.005).

Az eredményeket Osszesitve Kkijelenthetjiik, hogy az YFP-UVRS8 fuzids fehérje
funkcioképes UV-B fotoreceptorként miikodik a transzgenikus vonalainkban, ami Gsszhangban all
a korabban leirt eredményekkel (Brown és mtsai., 2005; Kaiserli és Jenkins, 2007; Huang és mtsai.,

2014; Binkert és mtsai.,, 2016). Ezen kiviill megallapithatjuk, hogy az epidermiszben és
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a mezofill/szubepidermalis sejtekben talalhatdé UVRS fotoreceptor egyarant hozzajarul az UV-B
indukalt hipokotil megnyulas gatlasahoz, egyiittes hatdsuk sziikséges a teljes értékli valaszhoz.
Az eredmények arra is ravilagitanak, hogy UV-B fényben a megfeleld sziklevél
felilletnovekedéshez nélkiilozhetetlen az epidermiszben kifejezett UVRS, mivel ezt a funkciot a
mezofill/szubepidermalis sejtekben taldlhat6 UVR8 nem képes megfeleléen ellatni, igy ez a
szabalyozasi mod szoveti autondomiat mutat (csirandvény novekedési fazisban). Kidertilt tovabba,
hogy a szallitoszovetekben talalhatdé UVR8-nak valosziniileg nincs szamottevd szerepe a vizsgalt

fotomorfogenikus vélaszok szabélyozasaban.

5.2.2 Az UV-B sugarzas hatasai a felnott novények novekedésére

Vizsgalatainkat héthetes novényeken végeztiik. El0szor azt bizonyitottuk, hogy mind az
uvr8 mutans, mind pedig az uvr8 hattérben YFP-UVRS fehérjét kiilonbozé szovetekben kifejezé
vonalak fehér fényben ugyantgy fejlédtek, mint a vad tipusu Arabidopsis (12. abra A, B).
A kisérletben hasznalt novények egy részét a fehér fény mellett kiegészité UV-B-vel is
besugaroztuk. A hasznalt alacsony intenzitasu kiegészité UV-B sugarzas a vad tipusti novények
télevélrozsainak novekedését és a levélnyél megnyulasat gatolta. Ezzel ellentétben az uvr8 mutans
novények télevélrozsdinak novekedését alig befolyasolta, ezen kivill a mutansok levelei
vilagoszoldek voltak, tehat ezekben a ndvényekben az UV-B érzékelés wvaldban sériilt
(12. abra A, B). Ez a megfigyelésiink 6sszhangban all a korabban leirtakkal (Favory és mtsai.,
2009). A kivaltott valaszok alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy az altalunk hasznalt gyenge
kiegészité UV-B sugarzas féleg az UVRS altal kivaltott fotomorfogenikus és akklimacios
valaszokat inditotta el. Az YFP-UVRS8-at kiilonb6z6 szovetekben expresszald transzgenikus
vonalaink hasonldan valaszoltak az UV-B sugarzasra, mint a vad tipusu novények. Tdlevélrozsaik
mérete és strukturaja a vad tipuséhoz hasonld volt, kivéve a kisebb méretli télevélrdzsaval
rendelkez6 ProCAB3 novényeket (12. abra A, B).

Az UVRS sziikséges a fotoszintézis hatékonysaganak fenntartasahoz UV-B sugarzasban
(Davey és mtsai., 2012), ezért megmértiik a névények klorofilltartalmat is, ami alapjan err6l a
szabalyozési utvonalr6l kaphatunk képet. Minden novényben hasonld klorofill-mennyiséget
mértiink UV-B kezelés nélkiil, UV-B hatasara azonban az uvr8 mutans kivételével minden vizsgalt
novényben (legnagyobb mértékben a ProCAB3 novényekben) ndtt a klorofill mennyisége
(12. abra C).

Az elozoekben leirt vizsgalatokban gyenge kiegészité UV-B sugarzast alkalmaztunk,
azonban ha nagyobb dozisban adunk kiegészité UV-B sugarzast a fehér fényhez, vizsgalhatjuk a
novények UV-B tolerancidjanak kialakulasat is. Ezekhez a vizsgalatokhoz ugy vélasztottuk meg a
kiegészitd6 UV-B sugarzas dozisat, hogy ahhoz a vad tipusu névények még képesek legyenek

alkalmazkodni, mig az uvr8 mutdns novényekre nézve mar letdlis legyen (12. abra A).
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Ilyen koriilmények kozott a vad tipustt névények mellett képesek voltak talélni a ProUVRS és a
ProML1 novények is, bar télevélrozsajuk kisebb volt, mint a vad tipusé. A ProCAB3 és a ProSUC2
novények viszont erds UVRS tiltermeld fenotipust mutattak (12. abra A, B), hasonloképp azokhoz
a novényekhez, amikben az UVRS termelését folyamatosan magas szintii expressziot biztosito
promoter (példaul Pro35S) szabalyozza (Favory és mtsai., 2009; Heijde és mtsai., 2013; Fasano és
mtsai., 2014). Ez 6sszefiigg azzal, hogy ezek a névények, a csirandvényekhez hasonldan, felnétt
korukban is magas szinten termelték az YFP-UVRS fehérjét (13. abra). A kapott eredmények
alapjan kijelenthetjiik, hogy hasonld koriilmények kozott az epidermalis és mezofillben/kortexben
talalhatd UVRS8 fotoreceptor egyarant hatékonyan képes eldsegiteni az UV-B tolerancia

kialakulasat, kovetkezésképpen a felndtt novények talélését.
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12. abra: Kiilonb6z6 szovetekben eléforduléo YFP-UVRS hatasai
feln6tt Arabidopsis névényben

A) Héthetes Arabidopsis névények fehér fényben, valamint gyenge (2 umol m? sb), illetve erés
(12 umol m? st UV-B sugirzassal kiegészitett fehér fényben (120 umol m? s™), révidnappalos
koriilmények kozott nevelve. A méret vonal 5 cm-t mutat.

B) A fentebb leirt koriilmények ko6zott nevelt novények tblevélrdzsainak atmérdje. A hibasavok az atlag
értékek standard hibjat mutatjak (n>10).

C) Héthetes, fehér fényen, illetve UV-B-vel (1,5 umol m? s?) kiegészitett fehér fényen nevelt novények
klorofilltartalma (mg klorofill/g friss tomeg). Minden névényi vonalbdl 6t-6t ndvényt hasznaltunk bioldgiai
ismétlésként, minden fénykezelésnél. A hibasavok az atlag értékek standard hibajat mutatjak (n=5).
Csillaggal jeloltik azokat az UV-B kezelt novényekbdl szarmazo értékeket, amelyek ugyanabban a
genotipusban jelentsen eltérnek a fehér fényben nevelt ndvények értékeitdl. (Student-féle t-proba alapjan,
*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.005, NS: nem szignifikans.)
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Col  ProMLL ProCAB3 ProSUC2 ProUVRS 13. abra: Endogén UVRS és YFP-UVRS

fehérjeszint meghatarozasa felnétt
YFP-UVR8 _ﬂ névényekben

Rovidnappalos  koriilmények  kozott  nevelt
héthetes novényekbdl készitettiink Osszfehérje
kivonatot, melybdl Western blot modszerrel anti-
UVRS8 ellenanyag segitségével mutattuk ki az
endogén UVRSE, illetve az YFP-UVRS fehérjét.

KN | ———— — Az egyenletes mintafelvitelt anti-aktin
ellenanyaggal ellendriztiik.

Endogén UVR8

5.2.2.1  Fototropizmus

A csirandvények UV-B sugarzds iranyaba torténd hipokotil elhajlasat mar koriilbeliil
30 éve megfigyelték (Baskin és lino, 1987), de annak kideritésére, hogy ez a valaszreakcio a
fototropinok és az UVR8 miikddése révén valosul meg, a kdzelmultig varni kellett (Vandenbussche
¢és mtsai., 2014). Ezzel ellentétben eddig nem allt rendelkezésre adat arra vonatkozdan, hogy vajon
a felnott novények viragzati tengelye (szara) is elhajlik-e a csirandvények hipokotiljahoz hasonldéan
az egy iranybol érkez6é UV-B sugarzas felé, és ha igen, ennek molekularis szabalyozasa eltér-e a
oldalrél UV-B-vel, melyek viragzati tengelye legalabb 5 cm magas volt (5-10 cm) és megmértiik a
bekovetkezo elhajlast. Kisérleteink azt mutatjak, hogy a feln6tt vad tipusu novények szara elhajlik
az UV-B sugarzas iranyaba (14. abra). Mig ez az clhajlas mar 4 6ra UV-B kezelést kdvetden
teljesen kialakul, addig az uvr8 mutans névények alig reagalnak az egyoldali UV-B kezelésre, tehat
az UVR& biztosan sziikséges a valasz kivaltasahoz. Ezek az eredmények a fototropinokra nézve is
1j informacioval szolgalnak, hiszen kideriilt, hogy a csirandvény fazissal ellentétben a fototropinok
nem jatszanak fontos szerepet felndtt novényekben a fototropikus elhajlas szabalyozasaban.
Kisérleti eredményeink ezt megerdsitik, hiszen a fototropinokat nem tartalmazé photlphot2 mutans
novények a vad tipustakhoz hasonldéan hajlanak az UV-B forras iranyaba (14. abra).
A fototropinok felndtt korban Dbetoltott szerepét a szarelhajlasban harmas mutans
(photlphot2amiUVR8) novények segitségével vizsgaltuk, amiben a photlphot2 hattérben az UVR8
gén funkciojat egy, a gént célzo mesterséges mikroRNS kifejeztetése gatolja (Vandenbussche és
mtsai., 2014). Ezek a névények egyaltalan nem reagalnak az egyoldali UV-B kezelésre, tehat csak
az uvr8 mutansoknal megfigyelheté minimalis elhajlasért felelosek a fototropinok felnétt korban

(14. 4bra).
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14. abra: A fototropinok és az UVRS szerepe
felnott novények szaranak UV-B iranyu elhajlasaban

Minimum 5 cm-es (koriilbeliil 5-10 cm-es) viragzati szarral rendelkez6, hosszinappalos koriilmények kozott
nevelt, felnStt novények oldaliranya UV-B sugarzas (1,5 umol m?s* UV-B + 2,5 umol m?s™ fehér fény)
felé torténd szarelhajlasat mértiik meg.

A) Az UV-B besugarzas jobb oldalrél tortént. A méret vonal 1 cm-t mutat.

B) A novények szarelhajlasa folyamatos egyiranya UV-B sugarzasban. A hibasavok az atlagok standard
hibajat mutatjak (n>10).

A kovetkezd kisérletben megvizsgaltuk a kiilonbozé szovetekben taldlhato UVRE
szerepét a virdgzati tengely elhajldsdnak szabalyozasdban. A vad tipuséhoz hasonld elhajlast
mutatott az YFP-UVR8-at endogén UVR8 prométerrel kifejez6 ProUVRSE, valamint az
YFP-UVRS8-at a kortexben termelé ProCAB3 vonal is. Az YFP-UVRS fehérjét a szallitoszovetben
és kis mennyiségben a kortexben is termeld ProSUC2 és az epidermiszben alacsony szinten
termeld ProML1 vonal csak részlegesen reagalt az UV-B kezelésre, mig az uvr8 mutans az el6z6
méréshez hasonloan csak nagyon kismértékli elhajlasra volt képes (15. abra). Az eredmények
alapjan arra kovetkeztetiink, hogy feln6tt novényben az egyoldali UV-B sugarzas iranyaba
megfigyelhetd elhajlast leginkabb a mezofillben/kortexben talalhat6 UVRS szabalyozza, de az
epidermalis UVRS8-nak is van ebben szerepe, mig a szallitdszévetekben 1évé UVRS fotoreceptor
nem jarul hozza jelentdsen a szarelhajlas kialakulasahoz. Az eredmények tovabba arra utalnak,

hogy bizonyos mértékig az UVRE mennyisége is befolyasolja a szar elhajlasat.
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15. abra: Az oldaliranyd UV-B sugarzasban tapasztalhaté szarelhajlas
kiilonb6z6 transzgenikus vonalakban

Minimum 5 cm-es (koriilbeliil 5-10 cm-es) viragzati szarral rendelkez6, hosszinappalos koriilmények kozott
nevelt, felnétt ndvényeket oldalrol, egy iranybol UV-B sugarzassal (1,5 gmol m?s* UV-B + 2,5 umol m?s™
fehér fény) kezeltiink, majd a szaruk elhajlasat megmértiik. A hibasavok az atlagok standard hibajat mutatjak
(n>10).

5.2.2.2 Flavonoid felhalmozodas

A novények UV-B sugdrzas hatdsara aktivalodo védekezo reakcioi kozé tartozik az UV-B
sziré flavonoidok felhalmozodasa. A DPBA nevii vegyiilet fluoreszkaldo komplexet képez a
flavonoid molekuldkkal, amit CLSM segitségével tobb kiilonb6z6 ndvényi rendszerben vizsgaltak
korabban (Schnitzler és mtsai., 1996; Hutzler és mtsai.,, 1998; Peer és mitsai., 2001).
Csiranovényeken végzett kisérleteink soran olyan mértékli UV-B sugarzassal kiegészitett
megyvilagitast alkalmaztunk, ami az uvr8 mutansokban nem, a vad tipust csirandvényekben viszont
kimutathatd mértékii flavonoid felhalmozodast valtott ki (16. abra). A leger6sebb flavonoid-
specifikus jelet az adaxialis epidermisz és mezofill szovetréteg hataran észleltiik, a korabbi
megfigyelésekhez hasonléan (Hutzler és mtsai., 1998; Agati és mtsai., 2011). Az UV-B hatasara a
vad tipusu és az YFP-UVRS8-at termel6 transzgenikus novényi vonalaink esetében is kimutathato
volt a flavonoidok UVR8-fiigg6 felhalmozodasa, bar a transzgenikus vonalainkban ennek mértéke
alacsonyabb volt a vad tipusban tapasztalthoz képest (16. abra). Mindez arra utal, hogy mindegyik
vizsgalt szovetben el6forduld YFP-UVR8 hozzajarul a flavonoidok akkumulacidjahoz,

a teljesértéki valaszhoz sziikséges a kiilonbozo szovetekben lejatszodo folyamatok egyiittes hatasa.
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16. abra: UV-B altal kivaltott flavonoid felhalmozodas
transzgenikus csiranovények epidermiszében

Gyenge (2 umol m? s) UV-B sugarzassal kiegészitett fehér fényben (120 zmol m? s™) nétt haromnapos
csirandvényeket tovabbi négy napig neveltink WG305 (+UV-B) filterrel, vagy WG385 (-UV-B) filterrel
letakarva. DPBA kezelést kovetben CLSM segitségével vizsgaltuk a DPBA-flavonoid komplexek
el6fordulasat. Az 0sszes kép ugyanazzal a bedllitassal késziilt. A fokuszfeliiletet az adaxialis epidermisz also
felére allitottuk be, ahol a legerésebb jeleket észleltiik (alsé panel). A méret vonal 50 um-t mutat.

Az UVRS nem csak a csirandvényekben, hanem a feln6tt ndvényben is szerepet jatszik az
UV-B sugarzas karos hatasainak mérséklésében, tobbek kozott a flavonoidok felhalmozodasaban is
(Peer és mtsai., 2001; Favory és mtsai.,, 2009). Az 5-10 cm-es szarral rendelkezd felndtt
novényeket egy oldalrol UV-B-vel (1,5 umol m? s vilagitottuk meg, majd alkoholos fixalast
kovetben DPBA festéssel tettiik lathatova a szarban felhalmozoddott flavonoidokat. Vibratom
késziilékkel metszeteket készitettiink, amiket azutan CLSM-mel vizsgéltunk. Azt talaltuk, hogy a
vad tipusu novények szaraban leginkabb az epidermiszben és a kortexben halmozodtak fel
flavonoidok, de az endodermiszben és a bélszovetben is sikerdilt jelet detektalnunk, mig az uvr8
mutans novények nem termeltek flavonoidokat kimutathaté mennyiségben (17. abra). Az altalunk
megfigyelt flavonoid-felhalmozodas tehat UVRS-fiiggd. Az YFP-UVR8-at a kortexében nagy
mennyiségben termeld6 ProCAB3 ndvények metszeteiben barmelyik szovetet vizsgaljuk
(epidermisz, kortex, endodermisz, bélszovet), mindegyikben tobb flavonoidot latunk, mint
akarmelyik masik vizsgalt vonalunk esetében. Erre magyarazat lehet, hogy a ProCAB3 a
legerésebb YFP-UVRS tultermel6 vonalunk (13. abra, 17. abra). A ProML1, ProUVR8 vonalak a
vad tipusi novényekhez hasonldé mennyiségben halmoztak fel a flavonoidokat az epidermiszben,

mig a ProSUC2 vonal epidermiszében csak kis mennyiségli flavonoidot tudtunk kimutatni.
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A ProMLI1 és az uvr8 mutans novényeken kiviil mindegyik vonalban taldltunk flavonoidokat a
bélszovetben és az endodermiszben is (17. abra).

Erdekes jelenség, hogy az epidermiszben YFP-UVRS8-at nem termelé transzgenikus
vonalak (ProCAB3, ProSUC2) epidermiszében is sikeriilt flavonoidokat detektalni, amit vagy az
UVRS altal elinditott jelek terjedése, vagy a flavonoidok transzportja okozhat és az epidermisz
UV-B eclleni védekezésben betoltott kiemelt szerepére utal. Az YFP-UVRS8-at epidermiszben
termel6 ProML1 vonal szardban viszont csak az epidermiszben taldltunk nagy mennyiségi
flavonoidot, ami alapjan az UVRS jel és/vagy a flavonoid transzport csak a kortexbdl az epidermisz
felé irdnyul, visszafelé nem (17. abra). Ez szintén az epidermisz kiemelt szerepét tamasztja ala.

A vad tipusban és az Osszes transzgenikus vonalunkban jol lathato kiilonbség alakult ki a
megvilagitott oldal és az arnyékos oldal flavonoid felhalmozodésa kozott: minden esetben a
megvilagitott oldalon halmozodott fel tobb flavonoid (17. abra). Ez arra utal, hogy legalabbis
ebben a folyamatban az UVRS ott fejti ki hatasat, ahol az UV-B sugarzas miatt aktiv allapotba

keriil, vagyis az UVRS jel nem terjed el a n6vény arnyékos részei felé.
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17. abra: Egyiranyu UV-B sugarzasban megfigyelheté UVRS8-fiiggé flavonoid felhalmozédas
felnétt novények szaraban

Feln6tt ndovények szarabol készitett metszetekben DPBA festéssel tettiik lathatova az egyoldali kiegészitd
UV-B sugarzas hatasara bekovetkezd flavonoid felhalmozodas mintazatat (piros nyilakkal jelolt sarga
elszinez8dés), amit konfokalis mikroszkoppal vizsgaltunk. Roviditések: ep = epidermisz, ko = kortex,
en = endodermisz, b = bélszovet. A méret vonal 100 um-t mutat.



A CLSM képeken megfigyelt egyenetlen flavonoid felhalmozodast latva meg szerettiik

volna vizsgalni, hogy a gradiens kialakulasat elésegiti-e a flavonoid szintézisben fontos CHS gén

egyenldtlen aktivitdsa a szarban, vagy a megvilagitott és arnyékos oldal kozotti flavonoid

szintkiilonbség kizarolag fehérjeszintli folyamatoknak (példaul helyspecifikus lebontés), vagy a

flavonoidok szallitasanak koszonhets-e. Egyoldali UV-B sugarzas kezelést (1,5 umol m?s™, 6 éra)

kovetden vad tipusu és uvr8 mutans novények szarait hosszanti vagassal elfeleztiik tigy, hogy a

megvilagitott oldal és az drnyékos oldal kozott legyen a vagas sikja. A megvildgitott és az arnyékos

oldali szarfeleket Gsszegyijtottilk, majd a mintdkban meghataroztuk a CHS mRNS mennyiségét.

Az eredmények alapjan kijelenthetjiik, hogy az UVR8-fiiggd CHS génindukcidé mintdzata nagyban

(ha nem kizarolagosan) elOsegiti a flavonoidok egyenetlen felhalmozodasat felndtt novények

szaraban (18. abra).
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18. abra: CHS gén aktivitasa a feln6tt névény
szaraban, egyoldali UV-B kezelést kovetéen

Egyoldali UV-B kezelést kovetéen a viragzati
szarak fels6 harmadat hosszaban félbevagtuk, a
megvilagitott oldali és az arnyékos oldali feleket
kiilon reakciocsovekbe gyljtottiik, majd RT-PCR-
rel vizsgaltuk a CHS gén aktivitasat vad tipusu
(Col) ¢és uvr8 mutans (uvr8-6) ndvényekben.
A mintaszedés id6pontjai: kdzvetleniil az UV-B
kezelés elott (0), UV-B kezelés utan 1,5 oraval és
6 oraval. A hibasavok az atlagok standard hibajat
mutatjak (n=3).
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5.2.2.3 A morfologiai vizsgalatok eredményeinek osszegzése

Az eddig bemutatott eredmények ¢s megfigyelések alapjan tablazatokban Osszesitettem a
vizsgalt, UVRS8-fliiggd valaszok szoveti fiiggését a konnyebb attekinthetdség érdekében
(2. tablazat, 3. tablazat).

I Csiraniény fenotipusa

Hipokotil nyilds gatlis Sziklevél feliilet Flavonoid termelés

Col +++ +++ et
uvr§-6 - _ "
ProUVRS:YFP-UVRS
++ +H+ ++
(epidermisz, mezofill)
ProML1:YFP-UVRS
. . =k +++ L
(cpidermisz)
ProCAB3:YFP-UVRS
=t - ++
(mezofill)
ProSUC2:YFP-UVRS
+ - =

(mezofill, szallitoszovetek)

2. tablazat: A transzgenikus csiranévények komplementacios vizsgalatainak dsszesitése

A tablazat a kiilonb6z6 fenotipus vizsgalatok eredményeit 6sszegzi. A ,,+” jelek a valaszok mértékét mutatjak
(+: gyenge valasz, ++: kdzepes valasz, +++: teljes értékii, erés valasz). A vad tipusu (Col) ndvények teljes
értékll valaszokat mutattak (+++), mig az uvr8 mutansok egyaltalan nem adtak UVRS specifikus valaszokat
(-)- Az els6 oszlopban jeloltem, hogy az egyes transzgenikus vonalakban mely szdvet(ek)ben észleltiik az
YFP-UVRS fehérjét.

_ Felnétt novény fenotipusa

Rozetta méret  Klorofill tartalom  Szirelhajlas  Flavonoid termelés

Col et +++ +++ +++
uvr8-6 - - - -4
ProUVRS:YFP-UVRS
++ ++ +++ ++
(epidermisz, mezofill)
ProML1:YFP-UVRS
b ety et St
(epidermisz)
ProCAB3:YFP-UVRS
+H+(++) +++(+) +++ +++(+)
(mezofill)
ProSUC2:YFP-UVRS
() +++ ++ -

(mezofill, szallitoszovetek)

3. tablazat: Felnott transzgenikus novények komplementacios vizsgalatainak dsszesitése

A tablazat a kiilonb6z6 fenotipus vizsgalatok eredményeit 6sszegzi. A ,,+” jelek a valaszok mértékét mutatjak
(+: gyenge valasz, ++:kozepes valasz, +++: teljes értéki, erds valasz). A vad tipust (Col) novények teljes
értékll valaszokat mutattak (+++), mig az uvr8 mutansok egyaltalan nem adtak UVRS specifikus valaszokat
(). A thltermeld fenotipus jel6lése: +++(+), az erds taltermel6é: +++(++). Az els6 oszlopban jeloltem, hogy
az egyes transzgenikus vonalak mely szovet(ek)ben termelnek szamottevé mennyiségben YFP-UVRS8
fehérjét.



5.2.3 Az UV-B altal indukalt HY5 gén indukcidja és HYS fehérje
termelddése

A fény altal indukalt jelatviteli folyamatok kulcsfontossagu résztvevéje a HYS
transzkripcios faktor. A fotomorfogenikus valaszok elindulasa jol kovetheté a HYS5 mMRNS
szintjének megemelkedésével, aminek kovetkeztében a HYS fehérje felszaporodik a sejtmagban.
A HYS5 felhalmozodast az aktiv UVRS fotoreceptor is kivaltja, raadasul UVRS hianyaban a HY5
gén nem indukaloédik UV-B sugarzas hatasara, ami bizonyitja az UVRS erre vonatkoz6 kizardlagos
szerepét UV-B-ben (Ulm és mtsai., 2004; Brown és mtsai., 2005; Oravecz és mtsai., 2006; Brown
és mtsai., 2009). Annak érdekében, hogy vizsgalni tudjuk a HY5 indukcid és a HY5 felhalmozddas
szOvetspecificitasat, 0j transzgenikus vonalakat allitottunk eld. Az YFP-UVRS8-at kiilonb6zo
szovetekben expresszalo, uvr8 hatterii vonalainkba (ProUVRS8, ProML1, ProCAB3) bejuttattuk a
ProHY5:HY5-GFP konstrukcidt, hogy CLSM segitségével vizsgalhassuk a HYS5 fehérje
fehérje, mig UV-B megvilagitas hatasara elindult a HY5-GFP felhalmozodasa azokban a sejtekben,
amelyekben volt kimutathato mennyiségi YFP-UVRS8 fotoreceptor: a ProUVR8 vonal
epidermiszében ¢és mezofilljében, a ProML1 csirandvények epidermiszében, valamint a ProCAB3

vonal mezofilljében (19. abra).
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19. abra: UV-B iltal kivaltott ProHY5:HY5-
GFP kifejezodés a transzgenikus vonalak
sziklevelében

A ProHY5:HY5-GFP konstrukcidt bejuttattuk a
ProUVRS, ProML1 és a ProCAB3 transzgenikus
vonalainkba (az abran az igy el6allitott 1j vonalak
jelolése: ProUVR8/HY5-GFP, ProML1/HY5-
GFP, ProCAB3/HY5-GFP). A HY5-GFP fuzids
fehérjét CLSM segitségével vizsgaltuk hétnapos
csirandvények sziklevelében az epidermisz,
illetve mezofill sejtrétegben, UV-B-vel (1,5 pumol
m?s?) kiegészitett fehér fénnyel (+UV-B), illetve
UV-B nélkiili fehér fénnyel (-UV-B) torténd
megvilagitast (16 h) kovetéen. A parban allo
(+UV-B) és (-UV-B) képeket egymassal
megegyez0 mikroszkop beallitasokat hasznalva
készitettik el a jelek Osszehasonlithatosaga
érdekében. A fehér nyilak az epidermisz rétegben
kivalasztott sejtmagokat, a sarga nyilak a mezofill
rétegben kivalasztott sejtmagokat jelolik. A méret
vonal 50 gm-t mutat.

Hasonld eredményeket kaptunk az UVR8-fiiggé HY5 transzkripcidjanak emelkedésével

kapcsolatban is, aminek vizsgalatdhoz Gjabb novényi vonalakat készitettiink. Az uvr8 mutans

hattérben az YFP-UVRS8-at szdvetspecifikusan

termeld novényeinkbe (ProUVRS, ProMLI,



ProCAB3) bejuttattuk a HY5 prométer altal szabalyozott GUS-GFP-NLS riporter gén konstrukeiot,
hogy a termel6dé GUS-GFP-NLS kimérafehérje mennyisége és helye megmutassa, hol és milyen
szinten miikodott a prométer. Mivel a GUS(-GFP-NLS) fehérjére nincsenek hatassal a HY5(-GFP)
proteint érinté fehérjeszintli szabalyozasi folyamatok, igy ebben az esetben a detektalt GFP jel
kizar6lag a ProHY5 indukcidjanak helyét és mértékét tiikkrozi. A transzkripcios szint emelkedése a
HYS5 fehérje felhalmozodéasahoz hasonléan az YFP-UVRS8-at tartalmazé sejtekre korlatozodott:
a mezofillben a ProUVRS és a ProCAB3 vonalak, az epidermiszben a ProUVRS és a ProML1
vonalak adtak GFP jelet (20. abra). Mindezek alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az
UVR8-nak az adott szovetben jelen kell lennie ahhoz, hogy indukalja a HY5 gént, vagyis ebben a

folyamatban nincs szovetek kozti kommunikacio.
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20. abra: Az UV-B éltal kivaltott
ProHY5:GUS-GFP-NLS indukcié az
YFP-UVRS8-at kiilonb6z6 szovetekben termelé
transzgenikus vonalak sziklevelében

epidermisz

A ProHY5:GUS-GFP-NLS transzgént bejuttattuk
a ProUVRS8, ProML1, ProCAB3 vonalainkba (az
igy eléallitott Uj vonalak jelolése:
ProUVR8/HY5:GFP, ProML1/HY5:GFP,
ProCAB3/HY5:GFP).

A GUS-GFP-NLS fuziés proteint CLSM
segitségével vizsgaltuk hétnapos csirandvények
sziklevelében az epidermisz, illetve mezofill
sejtrétegben. Az UV-B-vel (1,5 pmol m? s?)
kiegészitett fehér fénnyel (+UV-B), illetve UV-B
nélkiili fehér fénnyel (-UV-B) 16 6ran at kezeltiik
a csirandvényeket a mikroszkopos vizsgalat elott.
A parban allo (+UV-B) és (-UV-B) képeket
egymassal megegyezé mikroszkop beallitasokat
hasznalva készitettiik el a jelek
Osszehasonlithatosaga érdekében. A fehér nyilak
az epidermisz rétegben kivalasztott sejtmagokat, a
sarga nyilak a mezofill rétegben kivalasztott
sejtmagokat jelolik. A méret vonal 50 ym-t mutat.

ProUVR8/HY5:GFP

mezofill

ProML1/HY5:GFP
epidermisz

mezofill

epidermisz

ProCAB3/HY5:GFP

mezofill

Egyoldali UV-B kezelést kdvetéen megvizsgaltuk felndtt novények szaraban is a HYS és
a HYH fehérje termelddésének UVRS fliggését, valamint a termel6dés helyét. Mutans hatter(i
(hy5uvr8 és hy5), ProHY5:HY5-YFP transzgént hordozo novények szarabol egész éjszakas UV-B

kezelést (1,4 umol m? s?) kovetéen metszeteket készitettiink, amelyeket CLSM segitségével



vizsgaltunk. A HY5-YFP mennyisége nétt az UV-B sugarzas hatasara, rdaadasul az arnyékoshoz
képest szinte kizarolag a szar megvilagitott oldalan (21. abra A). Ezt a megfigyelésiinket a HY5-
YFP jelek intenzitasanak szamszerlsitése is megerdsitette, raadasul kimutattuk, hogy az UV-B
sugarzas altal kivaltott HY5-YFP felhalmozodasa felndtt névényben is UVRS8-fliggd, mivel az uvr8
hatterii vonalban egyaltalan nem észleltik HYS-YFP jelenlétét (21. abra B).

Tovabbi kisérleteink kozéppontjaban a HYS homologja, a HYH allt. ProHYH:HYH-YFP
transzgént hyh hattérben kifejez6 novényeket vizsgaltunk, hogy kideritsiik, a HYH felhalmozodasa
egyoldali UV-B hatasara a HY5-éhoz hasonldan alakul-e. A szarmetszetekrdl készilt CLSM
felvételeket vizsgalva megallapitottuk, hogy a HYH-YFP fehérje szintén csak a szar UV-B kezelt
oldaldn detektalhatd, ami arra utal, hogy a HY5-hoz hasonléan a HYH felhalmozodésat is az UVRS
iranyitja (21. abra C). Ugyanezt a vizsgalatot elvégeztikk olyan ndvényekkel is, melyek a
ProHYH:HYH-YFP transzgént hy5hyh dupla hianymutans novényekben fejezik ki. Eredményeink
azt mutatjak, hogy UV-B sugarzasban a HYS jelenléte nagyban hozzajarul a HYH-YFP fehérje
felhalmozodasahoz, mivel jelent6sen tobb HYH-YFP jelet add sejtmagot észleltiink a hyh hatterti
vonal metszeteiben, mint a hyShyh hatter(i transzgenikus vonalbol szarmazokban. A HYH-YFP

gradiens a szarban mar rovid, 4,5 oras UV-B kezelés hatasara is kialakult (21. abra C).
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21. abra: A HYS5-YFP és HYH-YFP fehérje eloszliasa szarban,
egyiranyu UV-B kezelést kovetéen

A) A HY5-YFP jelek eloszlasa ProHY5:HY5-YFP transzgént vad tipusu hattérben expresszaldo novény
széaranak keresztmetszetében egyoldali UV-B (1,5 umol m™ s™) kezelést kovetéen. A zold nyilak a HY5-
YFP-b6l szarmazoé jeleket mutatjak a kivalasztott sejtmagokban, amiket CLSM-mel detektaltunk. A méret
vonal 300 gm-t mutat.

B) A HY5-YFP eloszlasanak mintazatat vizsgaltuk hy5 és uvr8hy5 mutans hattérben HY5:HY5-YFP
transzgént expresszald vonalak szarabol készitett keresztmetszeteken CLSM-mel, egyoldali UV-B (1,5 pmol
m? s sugarzast kovetéen. A metszetekrdl késziilt képeken lathatd HY5-YFP jeleket képelemzd szoftverrel
szamszerusitettiik, a kapott értékeket abrazoltuk. A mérés jellegébdl adodoan a jelet nem add hattér értéke
2000 és 2500 FiTC intenzitas értékek kozé esett, ezt a tartomanyt az YFP jelre nézve nullanak tekintjiik.
A hibasavok a standard hibat mutatjak (n>10). Szignifikancia szint a Student-féle t-proba alapjan: *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.005, NS: nem szignifikans, n>10.

C) A korabbiakkal megegyezé kisérleti elrendezésben hyh és hy5Shyh hattérben ProHYH:HYH-YFP
transzgént kifejez6 vonalakat vizsgaltunk, a metszetekr6l készitett képeken lathato HYH-YFP jeleket
mutatjuk be. A fels6 képek az YFP-t detektdld csatornat, az alsdé képek a fehér fénnyel atvilagitott
keresztmetszetek képét és az YFP-t detektdlé csatorndt egyszerre mutatjdk be. A lila nyilak az UV-B
sugarzas iranyat jelolik. A méret vonalok 300 um-t mutatnak.
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Mivel a HYS és a HYH fehérje felhalmozodéasanak szintje eltér a megvilagitott és az
arnyékos oldalon, meg szerettiik volna vizsgalni, hogy a HY5 és a HYH gén indukciodja is ezt a
mintat koveti-e, vagy a gradiens kialakulasaért fehérjeszintii folyamatok felelések. Egyoldali UV-B
sugarzast (1,4 umol m? s) kovetéen vad tipusa és uvr8 mutins novények szarait hosszanti
vagassal elfeleztiik, és a két félben meghataroztuk a HY5 és a HYH mRNS mennyiségét.
Az UV-B-vel megyvilagitott oldalrol szarmazo szarfelekben a HY5 és HYH mRNS magasabb
szinten halmozédott fel, mint az arnyékos oldaliakban. Mindez nem figyelhetd meg az uvr8-6
mutans novények esetében (22. abra). Ezek az eredmények bizonyitjak, hogy az UVRS

transzkripcids szinten is eldsegiti a szarakban megfigyelhetd HYS és HYH gradiens kialakulasat.
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22. abra: A HY5 és HYH gén aktivitasa egyoldali UV-B sugarzast kévetéen
feln6tt novények szaraban

Egyoldali UV-B kezelést kovetben a viragzati szarak felsé harmadat hosszaban félbevagtuk, a megvilagitott
oldali és az arnyékos oldali feleket kiilon gy{ijtottiik, majd RT-PCR mddszerrel vizsgaltuk a HY5 (A) és a
HYH (B) mRNS felhalmozodasat vad tipusu (Col) és uvr8 mutans (uvr8-6) novényekben. A mintaszedés
idépontjai: kdzvetleniil az UV-B kezelés eldtt (0), UV-B kezelés utan 1,5 oraval és 6 oraval. A hibasavok az
atlagok standard hibajat mutatjak (n=3).

5.2.4 UV-B indukalt HYS5-fiiggo és HY5-fiiggetlen gének
transzkripcioja

Az EARLY LIGHT INDUCED PROTEIN 2 (ELIP2) fehérje a tilakoid membranok
fotoprotekcidjaban jatszik szerepet, ezért az UV-B sugarzas hatasara megnovekedd szintje a
fotoszintetikus apparatus védelmét szolgalja (Hutin és mtsai., 2003). Korabbi munkéakban leirtak,
hogy az UV-B sugarzas serkenti az ELIP2 gén miikodését, és ehhez sziikség van UVRS8 és HYS
fehérjére (Ulm és mtsai., 2004; Oravecz és mtsai., 2006; Favory és mtsai., 2009; Fehér és mtsai.,
2011). Sajat kisérleti rendszeriinkben kapott eredményeink ezeket a megfigyeléseket
megerdsitették (23. abra).
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ELIP2

80
@ 23. abra: Az ELIP2 gén transzKkripciéjanak
5 707 UVRS iltali indukcidja és HY5-fiiggése
& 60 ‘I‘
§ 50 Hétnapos csirandévényeket UV-B-vel kiegészitett
TE’ fehér fénnyel viladgitottunk meg 90 percig. A
N 40 novények felét WG305 filterrel (+UV-B), masik
o felét WG385 filterrel (-UV-B) takartuk le. Ezutan
£ 301 RT-PCR mobdszerrel meghatiroztuk az ELIP2
2 mRNS szintjét. A relativ értékeket (+UV-B/-UV-
ju 200 B) mutatjuk be az abran. A hibasavok az atlagok
2 10+ standard hibajat mutatjak (n=3). Jelolések: Ws =
= . Wassilewskija vad tipus; uvr8 = uvr8-7 mutans;
< 0 T —=1— hy5 = hy5-ks50 mutans (mindegyik Ws

Ws uvr8  hys Okotipusban).

Miutan megfigyeltik, hogy a HYS5 UVRS8-t6l fliggd expresszid-indukcidja
szovetspecifikus uton mukddik, meg szerettiik volna vizsgalni, hogy az UVRS altal elinditott
jelatviteli utak HYS utan kovetkezd 1épései is szovetautonomok-e. Ennek eldontésére a
ProELIP2:GUS-GFP-NLS transzgént bejuttattuk a ProUVRS, ProML1 és a ProCAB3 vonalainkba,
a vizsgalatokat pedig CLSM-mel végeztiik. A ProELIP2 aktivitas fehér fényben alacsony, ezt az
UV-B viszont drasztikusan megemeli, de csak azokban a sejtekben, amelyek tartalmaznak
detektalhaté mennyiségi YFP-UVRS fehérjét. A ProUVRS vonalunk epidermiszében és a mezofill
szoveteiben egyarant fokozodott a ProELIP2 mikodése, az epidermalis YFP-UVRS kifejezédést
mutaté ProML1 novényekben csak az epidermiszben, mig a mezofillben YFP-UVRS8-at tartalmazo
ProCAB3 novényekben pedig csak a mezofillben lattunk UV-B hatasara megemelkedett ProELIP2
aktivitast (23. abra). Az eredmények alapjan az UVR8 a HYS5-fliggé ELIP2 kifejezodést

szovetspecifikusan szabalyozza, nem tapasztaltunk szovetek kozotti jelterjedést.
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24. abra: UV-B altal kivaltott
ProELIP2:GUS-GFP-NLS Kkifejezodés a
transzgenikus névények sziklevelében

A ProELIP2:GUS-GFP-NLS konstrukeiot
bejuttattuk a ProUVRS, ProML1 ¢és ProCAB3
transzgenikus vonalainkba. (Az 0j vonalak
jelolése: ProUVRS/ELIP2:GUS,
ProML1/ELIP2:GUS,  ProCAB3/ELIP2:GUS.)
A GUS-GFP-NLS fuzios protein eldfordulasat
CLSM-mel vizsgaltuk hétnapos csirandvények
sziklevelében az epidermisz, illetve a mezofill
sejtrétegben. A csiranévényeket UV-B-vel
kiegészitett fehér fénnyel (+UV-B), illetve UV-B
nélkiili fehér fénnyel (-UV-B) kezeltiik 16 oran at
a mikroszkopos vizsgalat megkezdése eldtt.
A parban all6 (+UV-B és -UV-B) képeket
egymassal megegyezé mikroszkop beallitasokat
hasznalva készitettiik el a jelek
Osszehasonlithatosaga érdekében. A fehér nyilak
az epidermisz rétegben kivalasztott sejtmagokat, a
sarga nyilak a mezofill rétegben kivalasztott
sejtmagokat jelolik. A méret vonal 50 um-t mutat.
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epidermisz
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A PSEUDO-RESPONSE REGULATOR 9 (PRR9) a novényi cirkadidn ora eleme.
Kifejez6dése mindamellett, hogy napi ritmust mutat, UV-B sugarzas altal is szabalyozott
(Nakamichi és mtsai., 2005; Fehér és mtsai., 2011). Promoterének aktivitasa UV-B hatasara

megemelkedik, ez a jelenség fiigg az UVRS8-t0l, de fiiggetlen a HY 5-t61 (24. abra).



PRR9 25. abra: Az PRR9 gén transzkripciéjanak
7 UVRS altali indukcidja és HYS-fiiggése
[2a]
3 61
Iy Hétnapos csirandvényeket UV-B-vel kiegészitett
25. fehér fénnyel vilagitottunk meg 90 percig. A
3 novények felét WG305 filterrel (+UV-B), masik
= 4- felét WG385 filterrel (-UV-B) takartuk le. Ezutan
é meghataroztuk a PRR9 mRNS mennyiségét. A
£ 3 relativ értékeket (+UV-B/-UV-B) mutatjuk be az
s dbran. Ws = Wassilewskija vad tipus;
2 2. uvr8 = uvr8-7 mutans; hy5 = hy5-ks50 mutdns
o (mind Ws o6kotipusban). A hibasavok az atlagok
:é_: 14 |—I-| standard hibajat mutatjak (n=3).
©
29 ' :

Ws uvr8 hy5

A HY5 és az ELIP2 promotereivel ellentétben a ProPRR9 aktivan miikodott a fehér
fényben nevelt transzgenikus csirandvények szikleveleinek mezofill sejtjeiben. Ezt a PRR9
aktivitast az UV-B sugarzas szamottevden megemelte, de csak a mezofill sejtekben, ha azok
tartalmaztak kimutathaté mennyiségii YFP-UVRS fehérjét: ProUVRSE és ProCAB3 vonalainkban a
mezofillben erdteljes aktivitis-emelkedést figyeltink meg (26. abra). Erdekes, hogy nem
tapasztaltuk sem a ProML1, sem a ProUVRS vonal epidermiszében a ProPRR9 promoter
kimutathaté mértéki aktivitas emelkedését, annak ellenére sem, hogy ezekben a névényekben van
kimutathaté mennyiségi epidermalis YFP-UVRS8. Ezek a megallapitasok tovabb erdsitik a korabbi
eredményeket, miszerint az UV-B hatasara UVRS altal vezérelt jelatviteli utak Iehetnek
szovetspecifikusak, raadasul az egyes jelatviteli Utvonalakat egyéb faktorok is befolyasolhatjak

egyedi mikddési modjaik altal.
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26. abra: Az UV-B altal kivaltott
ProPRR9:GUS-GFP-NLS indukcié az YFP-
UVR8-at kiilonb6z6 szovetekben termelé
transzgenikus vonalak sziklevelében

A ProPRR9:GUS-GFP-NLS konstrukeiot
bejuttattuk a ProUVRS, ProML1 ¢és ProCAB3
transzgenikus vonalainkba. (A vonalak jeldlése:
ProUVR8/PRRI:GFP, ProML1/PRR9:GFP,
ProCAB3/PRR9:GFP.) A GUS-GFP-NLS fuzios
proteint ~ CLSM-mel  vizsgaltuk  hétnapos
csiranovények sziklevelében az epidermisz,
illetve a mezofill sejtrétegben. A csiranovényeket
UV-B-vel kiegészitett fehér fénnyel (+UV-B),
illetve UV-B nélkili fehér fénnyel (-UV-B)
kezeltik 16 oran 4t a mikroszkdpos vizsgalat
megkezdése eldtt. A parban allo (+UV-B és -UV-
B) képeket egymdssal megegyezé mikroszkop
beallitasokat hasznalva készitettik el a jelek
Osszehasonlithatosaga érdekében. A fehér nyilak
az epidermisz rétegben kivalasztott sejtmagokat, a
sarga nyilak a mezofill rétegben kivalasztott
sejtmagokat jelolik. A méret vonal 75 um-t mutat.



6. EREDMENYEK ERTEKELESE

6.1 Az UVRS fehérje elofordulasa kiilonbozo

szovetekben

Munkank soran egyik célunk az volt, hogy megfigyeljiik az UVRS fotoreceptor eloszlasat
a kiilonbozé novényi szovetekben. A ProUVR8:YFP-UVRS8 transzgént uvr8 mutans hattérben
expresszalo vonalunkban (ProUVRS) az YFP-t CLSM-el vizsgalva megallapitottuk, hogy az UVRS
fotoreceptor detektalhatdé szinten megtalalhato az UV-B sugarzasnak kitett csirandvények
epidermiszében ¢és epidermisz alatti sejtjeiben (mezofill/szubepidermalis sejtek), a hipokotilban és
a sziklevelekben egyarant (7. abra A-C, 8. abra A-C). Mivel a szallitoszovetekben nem talaltunk
kimutathaté mennyiségii YFP-UVRS fehérjét, valoszinisitjiik, hogy az ott esetlegesen talalhato
UVR8 fotoreceptornak nincs fontos szerepe az UV-B altal kivaltott jelatviteli folyamatok
elinditasaban. Meg kell azonban jegyezniink, hogy az altalunk hasznalt ProUVR8:YFP-UVRS8
transzgenikus vonal az endogén UVRSE mennyiséghez képest alacsonyabb szinten termeli az
YFP-UVRS fehérjét (10. abra A), emiatt nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét, hogy az endogén
UVRS8 elofordulhat a szallitoszovetekben is. Ha ez igy is van, szerepe a fotomorfogenezis
iranyitasaban nem jelents. Ezt tamasztja ala az is, hogy az UV-B sugarak alig jutnak el a

novények mélyebb szoveti rétegeibe (Day és mtsai., 1993).

6.2 A Kkiilonb6z6 szovetekben kifejezett UVRS funkcioi

Az YFP-UVRS fuziés fehérje nem csak arra alkalmas, hogy az YFP jelolés révén
lathatova valjon az UVRS elhelyezkedése, hanem hasznalhaté az uvr8 mutans fenotipus
helyreallitasi vizsgalatok soran is, mivel ez a protein aktiv fotoreceptorként miikodik a riporter gént
kiilonboz6 szovetekben termelé novényeinkben (11. abra). Az YFP-UVRS8-at kifejezé vonalaink
tehat alkalmasak arra, hogy az UVRS8 kiilonb6z6, szoveti elhelyezkedésétol fiiggd funkcioit

vizsgalni tudjuk.

6.2.1 Csiranovényeken vizsgalt fotomorfogenikus

UV-B-valaszok

Ezen kisérletek soran az UV-B kezelésnek kitett csiranévényekkel kapcsolatos

legismertebb fotomorfogenikus valaszokat, vagyis a hipokotil megnyulds gatlasat, valamint a



sziklevelek méretének novekedését vizsgaltuk meg. Az YFP-UVRS fehérjét epidermiszben termeld
ProMLI1 csirandvények UV-B kezelést kovetden a vad tipussal megegyez6 méretii sziklevelekkel
rendelkeztek, de a hipokotil megnyulas gatlasanak mértéke elmaradt a vad tipusnal tapasztalttol
(11. abra). A ProCAB3 vonalban az epidermisz alatti sejtekben (mezofill/szubepidermalis sejtek)
magas szinten termelédik az YFP-UVRS fehérje, ez a vonal csak részleges hipokotil megnytlas
gatlas reakciot mutatott, a sziklevél ndvekedési valasza pedig nagyon gyenge volt (11. abra). Ezek
az eredmények arra utalnak, hogy bar a mezofillben talalhato6 UVRS is hozzdjarul a hipokotil
megnyulds gatlasdhoz, az epidermiszben mikddé UVRSE fotoreceptor szerepe Ilényegesen
hangstlyosabb. Ezt az is aldtdmasztja, hogy a ProML1 vonal erdteljesebb valaszdhoz sokkal
kevesebb YFP-UVRS elég volt, mint amennyit a ProCAB3 vonal a mezofill rétegeiben termel, ami
a fotoreceptor szoveti elhelyezkedésének fontossagat mutatja.

A hipokotil valasszal ellentétben a sziklevél UV-B indukalt novekedéséhez kizarolag az
epidermdlis UVRS jarul hozza: azok a vonalak, amelyek nem termelnek YFP-UVRS8-at az
epidermisziikben (ProCAB3, ProSUC2), az uvr8 mutans novényekre jellemz6 fenotipust mutattak
(11. 4bra).

A ProSUC2 novények UV-B hatasara nagyon gyenge hipokotil, illetve sziklevél
névekedési valaszt adtak annak ellenére, hogy példaul az erds valaszt adé ProML1 vonalhoz képest
magas szinten termelik az YFP-UVRS fehérjét (10. abra A, 11. abra). Mivel a ProSUC2 promoter
a szallitészoveteken kivil az epidermisz alatti sejtrétegben is aktivnak bizonyult
(7. abra J-L, 8. abra J-L), még a gyenge hipokotilvalasz is valoszintileg csak az ott talalhato
YFP-UVRS fotoreceptornak koszonhetd, a szallitdszovetben eléforduld UVRS  szerepe
elhanyagolhatonak tiinik a csiranévények novekedési folyamatainak szabalyozasaban (11. abra).

Eredményeink arra utalnak, hogy a csirandvények UV-B sugarzas érzékelésében az
epidermiszben miikodé UVRS jatszik kiemelkedd szerepet, amihez, bar kisebb mértékben, de
hozzajarul az epidermisz alatti sejtek csoportjaban talalhatd6 UVRS is (11. abra A). Az epidermalis
UVRS kiemelt szerepét erdsiti, hogy az UV-B sugarzasnak csak nagyon kis hanyada képes a
novények mélyebb rétegeibe eljutni (Day és mtsai., 1993), ami alapjan nem meglepd, hogy az
UV-B sugarak legfontosabb érzékelési helye a novények felszine, illetve a felszinhez legkozelebbi
rétegek. Tobb korabbi eredmény is arra utal, hogy a hipokotil megnytlas szabalyozasaban az
epidermiszben zajlo fényérzékelésnek kiemelt szerepe van, ezt korabban a phyA, a phyB és a
brasszinoszteroid jelatvitellel kapcsolatban is megfigyelték (Endo és mitsai., 2005; Savaldi-
Goldstein, Peto, és Chory, 2007; Kim és mtsai.,, 2016; Kirchenbauer és mtsai.,, 2016).
Eredményeink 0sszhangban vannak azokkal a megfigyelésekkel is, melyek szerint a phyA ¢és a
brasszinoszteroidok epidermalis jelatvitele Onmagaban kevés ahhoz, hogy teljes mértékii
novekedési valaszokat valtson ki (Savaldi-Goldstein és mtsai., 2007; Kirchenbauer és mtsai.,
2016). A szovetek kozotti egylittmitkodés azonban nem egyenld mértékii minden folyamatra nézve:

a hipokotil megnyulas gatlasat kozdsen iranyitja az epidermiszben és a szubepidermalis rétegekben
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talalhato UVRS (11. abra A), a sziklevelek méretének szabalyozasaban viszont szinte kizarélagos
az epidermiszben el6forduldo UVRSE szerepe (11. dbra B), igy az utdbbi szabalyozasi modot nem

csak részfolyamataiban, hanem teljes egészében is szovetautonomnak tekinthetjiik.

6.2.2 Felnott novényekben vizsgalt fotomorfogenikus

és akklimacios folyamatok

Olyan kisérleti rendszert hoztunk létre, amely lehetové teszi az UVRSE altal iranyitott
fejlodési folyamatok és akklimacios valaszok megfigyelését felndtt novényekben. Fehér fényben
(kontroll) minden vizsgalt ndvény teljesen egyforman fejlodott, ezzel szemben a gyenge UV-B
sugarzassal kiegészitett fehér fényben nott vad tipust, illetve az YFP-UVRS8-at kifejezo
transzgenikus egyedek télevélrozsaja (rozettaja) kisebb volt, mint az uvr8 mutansé. Leginkabb a
ProCAB3, de kisebb mértékben a ProSUC2 novények is, UVRS taltermel6é fenotipust mutattak,
mivel rozettajuk joval kisebb volt a vad tipust névényekénél (12. abra A, B).

Az elébbi eredmények nagyon hasonlitanak az erds kiegészité UV-B megvilagitasban
végzett akklimacios kisérletek eredményeihez, amelyben olyan UV-B intenzitast alkalmaztunk,
amihez a vad tipust novények még képesek voltak alkalmazkodni, mig az uvr8 mutans névények
elhaltak. Mindegyik transzgenikus vonalunk tulélte az er6s UV-B megvilagitast. Azok a vonalak,
amelyek termelnek epidermisziikben YFP-UVR8-at (ProUVRS, ProML1), a vad tipusti névényre
hasonlitottak, a ProCAB3 és ProSUC2 ndvények rozettai pedig erdés fényben is az UVRS-at
tultermeld novényekre jellemz6 fenotipust mutattdk (12. abra). Ennek oka az lehet, hogy a
ProCAB3 és ProSUC2 ndvények valdban nagy mennyiségli YFP-UVRS fehérjét termelnek a
mezofill és kortex szoveteikben (13. abra). Eredményeink alapjan valoszinii, hogy az UV-B elleni
védekezésben feln6tt né6vényekben mar nem az epidermiszben, hanem a mezofillben/kortexben
talalhatd UVRS jatszik fontosabb szerepet. Vonalaink fenotipusanak Osszehasonlitasa alapjan
(az altaluk termelt YFP-UVR8 mennyiségeket figyelembe véve) az UVRE mennyisége képes
befolyasolni az UV-B-valaszok erdsségét, bar valdsziniileg kiilonboz6 szovetekben eltérd
mértékben: tagabb értelemben az Gsszesitett UVRE mennyiség valosziniileg hatassal van a valaszok
intenzitdsara. Ezt a feltételezést tamasztja ala, hogy az UVRS8-at folyamatosan tultermeld
novényeken jol lathatd és kimutathatd fenotipus valtozasokat lehet megfigyelni (Favory és mtsai.,
2009). Raadasul ez a jelenség nem kizarolag az UVRS fotoreceptorra jellemz6, példaul a phyB-t
folyamatosan tiltermel6 feln6tt ndvények is mutatnak a megemelkedett fotoreceptor szinthez
kothet6 fenotipus valtozasokat (Hajdu és mtsai., 2015). A mezofill/kortex szévetekben eléfordulo
UVRS kiemelt szerepére utal tovabba, hogy felndtt novényben ezek a szdvetek az epidermiszhez
hasonlitva sokkal nagyobb tomegben vannak jelen, emiatt ott tobb UVR8 halmozodhat fel.
Erdemes megjegyezni azt is, hogy a mezofillben/kortexben taldlhaté UVRS mellett a sokkal kisebb

mennyiségli epidermalis UVRS jelenléte is sziikséges a rozettdk megfeleld fejlodésehez.



A mélyebb szovetekbe az UV-B sugarzas kevésbé jut el, ennek ellenére ott is fontos az UVRS
jelenléte, ugyanis az akklimacios valaszreakcioknak éppen akkor van nagy jelentdségiik, amikor
er6sodik az UV-B kitettség, emiatt a mélyebb rétegekbe is eljut a valaszok erdsitéséhez sziikséges
er6sségli UV-B sugarzas: az ilyen jellegii reakciokra éppen erds UV-B sugarzasban van sziikség.

Eredményeink alapjan tehat a kiillonbozo szovetekben az UVRSE altal elinditott
folyamatok nagy valdszinliséggel végiil 6sszeadddva fejtik ki hatasukat a fotomorfogenikus és
akklimacids UV-B-valaszokra. Ez nem sziikségszerlien jelenti azt, hogy az adott szovetbdl elindulo
jelatviteli lanc valtana ki mas szovetekben is a jelatvitel elindulasat, éppen ellenkezdleg: a
jelatviteli lancok kiilonb6z6 szovetekben egyszerre elindulva, egymas mellett futva (esetleg eltérd
aranyban) fejtik ki hatdsukat, amelyek a folyamatsor végén 6sszeadédva eredményezik a megfelel
UV-B-vélaszt. Mig a csirandvények fotomorfogenikus valaszaiban kevéssé hangsulyos, addig a
felndtt novények akklimacios folyamataiban kiemelt szerepet jatszik a mezofillben/kortexben
talalhatdé UVRS. Ezt az is alatdmasztja, hogy megemelkedett UV-B sugarzas alatt a fotoszintetikus
aktivitas fenntartasahoz is fontos a mezofillben 1évé UVRS8 (Davey és mtsai., 2012), valosziniileg
azért, mert képes szabalyozni a fotoszintetikus PSII reakciocentrum D1 és D2 fehérjéinek szintjét,
ahogy azt megfigyelték Chlamydomonasban (Tilbrook és mtsai., 2013). gy tehat az UVRS
azokban a sejtekben képes ilyen iranyu szabalyozasra, amikben van kloroplasztisz, vagyis az
epidermisz sejtjeiben nem. Frissen k6zolt eredmények molekularis szinten is megerdsitik az UVRS8
szerepét a fotoszintetikus aktivitds fokozasaban. Kideriilt, hogy paradicsomban (Solanum
lycopesicum) az UVR8 a GOLDEN-LIKE 2 (SIGLK2) transzkripcios faktor szintjének
megemelésével képes ndvelni a kloroplasztok szamat és a klorofill mennyiségét
(Li és mtsai., 2018).

A ProSUC2 ndvények valaszainak elemzésekor nem szabad figyelmen kiviil hagynunk,
hogy CLSM felvételeink alapjan a ProSUC2 prométer nem csak a szallitoszovetekben aktiv,
hanem a mezofillben is (7. abra J-L, 8. abra J-L). Emiatt nem allithatjuk, hogy a ProSUC2 vonal
valaszai kizardlag a szallitoszovetekben eléforduld YFP-UVR8 fotoreceptornak voltak
koszonhet6ek, sokkal valdsziniibb, hogy ezekért a mezofillben el6forduld YFP-UVRS8 volt a
felelds. A szallitoszovetekben el6forduldé UVRS esetleges hatdsait mas modszerrel tovabb kell

vizsgalnunk.

6.2.3 Fototropikus elhajlas UV-B sugarzas iranyaba

Korabban kimutattak, hogy a csirandvények hipokotilja az egyoldali UV-B sugarzés
forrdsa fel¢ elhajlik, ezt a folyamatot rdadasul két kiilon jelatviteli rendszer szabélyozza:
a fototropinok altal iranyitott gyors, valamint az UVR8-fliggd lassabb jelatviteli ut (Vandenbussche
és mtsai., 2014). Erdekes médon, annak ellenére, hogy csirandvényekben a fototropinok elsédleges

szerepet jatszanak az elhajlds szabalyozasaban, eredményeink alapjan a felndtt ndvényekben
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a fototropinok szerepe elhanyagolhatd (14. dbra). Ebben a fejlédési szakaszban az UVRSE-¢
a f0szerep, de minimalis szinten a fototropinok is funkcionalnak. Ez akkor figyelheté meg, ha nincs
jelen az UVRS a rendszerben: mig az uvr8 ndvények minimalisan elhajlanak (ezért felelések a
fototropinok), a photlphot2amiUVR8 mutans ndvények teljes mértékben érzéketlenek az egyiranyu
UV-B kezelésre (14. abra). Ez azt is bizonyitja, hogy ezen a harom fotoreceptoron kiviil mas
faktor nem képes kivaltani mérhetd szarelhajlast UV-B hatasara.

Szdvetspecificitasra iranyul6 kisérleteink soran azt talaltuk, hogy az elhajlas kivaltasaban
az epidermiszben taldlhatdé YFP-UVRS fontos szerepet jatszik, mivel a ProML1 vonalunk, dacara
az alacsony szinti YFP-UVRS8 expresszios szintjének, jol mérhetd elhajldst mutat az UV-B
sugarzas felé (13. abra, 15. abra). Figyelembe véve, hogy ez a szdvet van leginkabb kitéve a
fénynek, ezaltal az UV-B sugarzéasnak is, az eredmény nem meglepd. A ProCAB3 vonalunk a vad
tipushoz hasonlé mértékli valaszt adott, ami azt tdmasztja ald, hogy a mezofillben/kortexben
talalhat6 UVR8 is nagyban hozzdjarul a szar elhajlasdhoz (15. abra). A ProUVRS& valasza
egyenértékii a ProCAB3 novényekével, annak ellenére is, hogy joval kevesebb 6ssz-YFP-UVR8-at
termel, mint a ProCAB3 novények (13. abra, 15. abra). Ez arra utalhat, hogy az epidermiszben
talalhatdo kevés UVRS is nagyon effektiv, aminek hatasdhoz a mezofillben/kortexben talalhato
UVRS is hozzajarul. Ezek az eredmények dnmagukban azonban csak erdsitik az eldz6 feltevéseket,
de nem bizonyitjak, ugyanis nagy valosziniiséggel az elhajlasvalasz a korabban emlitett vonalak
(Col, ProCAB3 és ProUVRS) altal mutatott szinten tetézik. Ez igen valdszind, tekintve, hogy a
tulzott elhajlas nem lenne kedvezd a novényeknek. Emiatt nem tudhatjuk pontosan, hogy az
egyforma, vad tipussal megegyez0 valaszt adé vonalakban talalhatdé YFP-UVRE& mennyisége
meghaladta-e a maximalis valaszhoz sziikséges fehérje szinteket az egyes szovet(ek)ben, vagy
éppen csak elérte azt. Ennek tiikrében akar az is el6fordulhat, hogy a ProCAB3 kortexében
talalhato YFP-UVR8-hoz képest sokkal kevesebb kortikalis YFP-UVRS is elegendd lenne a vad
tipushoz mérhetd elhajlas kivaltasahoz. A vad tipusnal megfigyelhet6 valasz telitettségét az is
alatamasztja, hogy a ProUVRS ¢és a vad tipusii ndvények egyforma vélaszt adtak annak ellenére,
hogy a vad tipusii ndvényben jelentésen tobb UVRE fehérje van, mint amennyi YFP-UVR8
fehérjét a ProUVRSE novények termelnek, raadasul az erds taltermeld ProCAB3 vonalak valasza
sem haladta meg a vad tipust ndvényekét (13. abra, 15. abra). Feltételezve, hogy az anti-UVR8
ellenanyag ugyanugy érzékeli az endogén UVRS és az YFP-UVRS fehérjéket, és a két fehérje
biologiai aktivitdsa egyforma, megallapithatjuk, hogy a vad tipusban talalhat6 tobb fotoreceptor
nem valtott ki nagyobb mértéki elhajlast, tehdt mar a ProUVRSE vonalunkban 1évd, kevesebb
fotoreceptor is elég a teljes értékii valaszhoz (13. abra, 15. abra). Mivel a ProUVR8 vonalunkban
a fotoreceptor termelését az UVRS sajat promotere végzi, valdsziniileg a szovetek kozti eloszlas
sem kiilonbozik a vad tipustol, tehat ez nem befolyasolja az 6sszehasonlitast.

A ProSUC2 vonal elhajlasat vizsgalva arnyaltabb képet kapunk arrdl, hogy mely

szovet(ek) milyen szinten vesz(nek) részt az elhajlas szabalyozasaban, valamint arrdl, hogy
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az UVRS mennyisége befolyasolja-e az elhajlas mértékét. A ProSUC2 ndvények tobb
0ssz-YFP-UVRS fehérjét termelnek a mezofilljiikben/kortexiikben (és szallitoszoveteikben), mint a
ProML1 ndvények az epidermisziikben (9. abra), elhajlasuk mértéke mégis kdzel azonos
(13. abra, 15. abra). Ez az eredmény alatamasztja, hogy az epidermiszben talalhato UVR8-nak
valoban kiemelt szerepe van az UV-B iranyu elhajlas szabalyozasaban, mivel az epidermiszben
1évé receptorhoz képest a mezofill/kortex szovetekben tobb YFP-UVRS8 kellett ugyanolyan
mértékll valasz kialakulasdhoz. Az pedig, hogy a ProSUC2 kevésbé hajlik el, mint az YFP-UVRS-
at magasabb szinten termelé ProCAB3 vonal, azt sugallja, hogy az UVR8 mennyisége iS
befolyasolja az elhajlas mértékét (13. abra, 15. abra). Ezeket a megallapitasokat megtehetjiik
annak ellenére is, hogy a ProSUC2 vonal termel YFP-UVR8-at a mezofill/kortex szdvetein kiviil a
szallitoszdveteiben is: mivel a szallitoszovetekben talalhaté fotoreceptor szerepe minimalisnak
tinik, igy a ProSUC2 elhajlasa valosziniileg szinte kizarélag a mezofill/kortex szoveteiben termelt
YFP-UVR8-nak koszonhet6. Mindezek miatt a ProSUC2 vonal tekintheté egy ProCAB3-hoz
hasonl6 vonalnak, ami alacsonyabb szinten termeli az YFP-UVR8-at a mezofill/kortex szoveteiben,
igy a két vonalra vonatkozd eredmények Osszehasonlithatdak egymassal, foleg az UVRS

mennyiség befolyasold hatasat tekintve.

6.2.4 Az UVR8-fiiggo flavonoid felhalmozodas szabalyozasa

Azt tapasztaltuk, hogy a csirandvények esetében a megfelelé mennyiségii YFP-UVR8
akar az epidermiszben (ProMLI1, ProUVRS), akdr a mezofillben/szubepidermalis sejtekben
(ProUVRS8, ProCAB3, ProSUC2) talalhatd, képes kivaltani a flavonoidok felhalmozodasat
(16. abra). Mindemellett a flavonoidok felhalmozodasat iranyitd jel szovetek kozotti terjedése,
vagy a termelddott flavonoidok szallitasa is megtorténhet, esetleg mindkét folyamat egyiittesen
eredményezi a tapasztalt flavonoid-eloszlast (Buer és Muday, 2004). Bar mindegyik transzgenikus
névény halmozott fel flavonoidokat UV-B hatasara, a detektalt flavonoid szint elmaradt a vad
tipus novényekben megfigyelttél (16. abra). Annak ellenére, hogy az epidermiszben ¢s
a mezofillben/szubepidermalis sejtekben 1évé YFP-UVRS kiilon-kiilon is képes flavonoid
felhalmozodast kivaltani, az eredmények mégis arra utalnak, hogy a teljes értékli valaszhoz sziikség
van egylittesen, a kiilonbozd szovetekben megfeleld szinten elinduld jelatviteli folyamatokra.
Az endogén promoter iranyitasival YFP-UVRS8-at termelé ProUVRS8 vonalban a flavonoid
felhalmozodasa elmarad a vad tipusétol. Mivel a ProUVR8 sokkal kevesebb YFP-UVR8-at termel,
mint amennyi UVR8-at a vad tipus, igy feltételezhetjiik, hogy a ProUVR8 vonalban a kevesebb
fotoreceptor okozza az alacsonyabb szintii flavonoid termelést.

A ProML1 vonal a ProCAB3 és ProSUC2 vonalakhoz képest kevesebb YFP-UVR8-at
termel, mégis ezzel a két vonaléval megegyez6é szintli valaszt adott, tehat itt az epidermiszben

talalhato UVRS8-nak van kiemelt szerepe, hiszen joval kevesebb YFP-UVRSE elég volt hasonlo
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szinti valasz kivaltasara az epidermiszben, mint amennyi a masik két vonal
mezofilljében/szubepidermalis sejtjeiben talalhato (10. abra A, 16. abra). Az adatok tovabba arra
utalnak, hogy a teljes értékli flavonoid felhalmozodéashoz sziikség van az epidermiszben és a
mezofillben elindulé folyamatok egyiittes hatdsara: ha csak egyik, vagy masik szovetben van
YFP-UVRS, mint a ProML1 és a ProCAB3 vonalak esetében, a valasz szintje elmarad a vad
tipusétol. Hozza kell tenni azonban, hogy mas magyarazat is létezik a jelenségre: eléfordulhat,
hogy tul az esetlegesen megnyilvanulé szdveti preferencidn, fontosabb az 6ssz-UVRSE mennyisége,
barhol is termelédjon. Mindkét feltevésnek némileg ellentmond azonban, hogy a ProUVRS
novények nem halmoztak fel tobb flavonoidot a ProML1 ndvényekhez képest, holott ezek
epidermiszében nagyon hasonld szinten fejez0dik ki az YFP-UVRS, tehat a ProUVRS
novényekben az epidermiszen kiviil termelt szubepidermdlis YFP-UVRS8 nem volt képes érdemben
fokozni a flavonoid termelést (10. abra B, 16. dbra). Erre magyarazat lehet, hogy a ProUVRS
olyan alacsony szinten termel YFP-UVR8-at a mezofill/szubepidermalis szoveteiben, hogy az mar
nem elégséges mérheté flavonoid-felhalmozodas kivaltasahoz ilyen UV-B kezelés hatasara.
A ProSUC2 vonal valasza szintén a vad tipusénal gyengébbnek bizonyult, ami alapjan a
szallitoszovetekben eléforduld YFP-UVR8-nak valoészinilleg nincs komoly szerepe a flavonoid
felhalmozodas el6segitésében sem (16. abra).

Felnott, vad tipust novények szarabol készitett metszeteket vizsgalva megallapitottuk,
hogy a flavonoidok felhalmozodasa a csiranévényekhez hasonldan, leginkabb az epidermiszben és
az epidermisz alatti rétegekben figyelhet6 meg (17. abra). Az epidermiszben YFP-UVRS8-at
termeld transzgenikus vonalak (ProML1, ProUVRS) metszetei arra utalnak, hogy felnétt korban
kiemelt szerepe van az epidermiszben talalhaté UVR8-nak az UV-B elleni védekezésben. Ez nem
meglepd, hiszen ez a szovet van leginkabb kitéve UV-B sugarzasnak. Ami valtozik a fejlodés
soran, hogy csirandvényekhez képest feln6tt novényekben fontosabb szerephez jut a
mezofillben/kortexben talalhatd UVRS: felnbtt novények kozil az YFP-UVRS8-at kortexben
termel6 ProCAB3 vonal halmozta fel a legtobb flavonoidot, mig csirandvény allapotban ugyanez a
vonal a tobbivel Osszehasonlithatdé mennyiségben termelt flavonoidokat (16. abra, 17. abra).
A ProCAB3 vonal eredménye azt is sugallja, hogy az UVRS8 mennyiségének hatasa van a flavonoid
termelés mértékére, hiszen ez a legmagasabb szinten YFP-UVR8-at termel6 vonalunk.

Elsére furcsanak tiinhet, hogy a ProUVRE nem tartozott a legerdsebb flavonoid
akkumulalo vonalak koz¢, a vad tipust novényekhez képest kevesebb flavonoidot halmozott fel a
szardban. Erre magyarazat lehet, hogy a legerdsebb valaszt ado ProCAB3 vonalhoz és az endogén
UVRS szinthez képest a ProUVRS8 novények kevesebb YFP-UVRS8-at termelnek (13. abra), ami a
korabban bemutatott eredményeink alapjan befolyasolja a flavonoid felhalmozodas mértékét.

A flavonoidok szdvetek kozti eloszlasat vizsgalva is érdekes megallapitast tehetiink: az
YFP-UVRS8-at epidermisziikben nem termelé ProCAB3 és ProSUC2 novények epidermiszében is

jelentés flavonoid felhalmozodast tapasztaltunk. Az endodermiszben és a bélszovetben
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megfigyelhetd alacsony szintii flavonoid felhalmozodas valosziniileg nem jarul hozza érdemben az
UV-B elleni védekezéshez, de ezek az eredmények is erdsitik a csirandvényekkel kapcsolatban
felvetett magyarazatok 1étjogosultsagat, tehat valosziniileg torténhet flavonoid transzport
(vagy jelatvitel) a szovetek kozott. Tovabbi érdekesség, hogy az YFP-UVR8-at epidermiszben
termel6 ML1 vonalak metszeteiben kizarolag epidermalis flavonoid felhalmozddast sikeriilt
kimutatnunk. Ha valdoban miikédik flavonoid transzport a szovetek kozott, akkor az eredményeket
Osszegezve csak a kortexbdl juthat flavonoid az epidermiszbe (valamint az endodermiszbe és a
bélszovetbe), forditott iranyba nem torténik transzfer. Ez abbol a szempontbol logikus szabalyozasi
sajatsag, hogy a flavonoidokra leginkdbb a ndvény els6 védelmi vonaldban, vagyis az
epidermiszben van sziikség, ezért elsOdlegesen az a fontos, hogy ott megfeleld mennyiségii
flavonoid alljon rendelkezésre UV-B sugarzas esetén. Kevésbé valoszinli, bar tovéabbra is
lehetséges magyarazat az UVRS altal kivaltott jel szovetek kozti terjedése, de ebben az esetben
ennek a flavonoid termelésre specifikusnak kellene lennie, mivel tapasztalataink alapjan mas
folyamatok soran nem jellemz6 az UVRS jel terjedése a szovetek kdzott.

A novények védekezd valasza fiigg az UV-B sugarzas iranyatol és az ebbdl kovetkezo
UVRS aktivitastol, ugyanis feln6tt novények szaraban egyértelmiien tobb flavonoid halmozodik fel
a megvilagitott oldalon, mint az arnyékos félen (17. abra). A flavonoid akkumulacié mintazatabol
kovetkeztethetiink arra, hogy nem jellemz6 az UVRS jel atterjedése a szar megvilagitott oldalarol
az arnyékos oldalra. Tl azon, hogy valdszinilileg a jel nem terjed at az arnyékos szarrészre,
eredményeink alapjan a flavonoidok transzportja sem torténik meg a szar arnyékolt oldalara. Ha az
UVRS jel mégis atterjedne az arnyékos szarrészbe, a flavonoidok egyenetlen felhalmozodasat csak
egy UVRS8-tdl fliggetlen, de fényfiiggd szabalyozd mechanizmus altal elinditott, meghatarozott
iranyu flavonoid transzport okozhatna. Kisérleteink alapjan valdszinlibb, hogy a szar megvilagitott
és arnyékos oldala kozott nem torténik meg az UVRS altal elinditott jelatviteli folyamatok
terjedése, igy a flavonoidok szallitdsanak sincs 1étjogosultsaga. A flavonoid-gradiens kialakulasa
alatamasztja a korabban bemutatott irodalmi adatok alapjan kialakult feltevést, miszerint az UVRS
egyenetlen eloszlasa az UV-B-t6l fiiggd fototropikus valaszok kialakulasdhoz is nagyban
hozzajarul, foleg az auxin novekedési hormon muiikddésének helyspecifikus gatlasa altal, amit a
HYS5 (és HYH) megvilagitott oldali, UVRS 4altal fokozott aktivitasa nagyban eldsegit
(Vandenbussche és VVan Der Straeten, 2014) (3. dabra).
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6.3 UVRS jelatvitel: génindukcio

6.3.1 A kalkon szintaz (CHS) génjének aktivitasa
UV-B sugarzas alatt

Annak érdekében, hogy az UV-B éltal elinditott jelatviteli lancok miikddésébe betekintést
nyerjlink, megvizsgaltuk néhdny UVRS8 altal szabalyozott gén miikodését. A flavonoid szintézis
egyik kulcs enzime a kalkon szintiz, aminek a génje UVR8-fiiggé modon indukalodik: vad
tipusuval ellentétben uvr8 mutans ndvényekben nem tapasztaltuk a gén transzkripcidjanak
emelkedését UV-B sugarzas hatasara (18. abra). Mivel a flavonoidok a szarban a megvilagitott
oldalon sokkal nagyobb mennyiségben halmozddnak fel, mint az arnyékoson, megvizsgaltuk a
kalkon szintaz indukcidjanak térbeli eloszlasat is. A tapasztalt egyenetlen flavonoid felhalmozodast
a gén egyenetlen indukalodéasa okozza, vagy legalabbis nagyban el6segiti: vad tipusti ndvényben a
hosszaban elvagott szarrész megvilagitott oldalan erdsebb CHS miikddést tapasztaltunk az
arnyékos oldalihoz képest (18. abra). Ez az eredmény szintén alatdmasztja, hogy az UVRS
aktivitasa oda korlatozodik, ahol nagyobb mennyiségben fordul elé aktiv allapotban.
Az eredmények alapjan nem torténik flavonoid transzport a megvilagitott részekbe a szar arnyékos
felébol, hiszen ott a CHS gén mitkddése elhanyagolhatd, vagyis abban a szarrészben szamottevéen
nem termelddnek flavonoidok. Ez a jelenség kifejezetten hasznos a ndvényeknek abbol a
szempontbodl, hogy csak azokban a ndvényi részekben kell energiat hasznalniuk a flavonoidok

felhalmozasara, ahol azokra valoban sziikség van az erésebb UV-B sugarzas miatt.

6.3.2 A HY5 és HYH UVR8-fiiggé indukeiéja

Az UVRS jelatvitelében kulcsfontossagn HY S transzkripcids faktor felhalmozodasa fiigg
az UVRS fotoreceptortol: uvr8 mutansban sem a csira-, sem a felndtt ndvényben nem tapasztaltunk
HY5-YFP felhalmozddast (19. abra, 21. abra) vagy HY5 transzkripcio-indukciét (20. abra,
22. abra A). Transzgenikus vonalainkban a HY5-GFP termel6dése is csak azokra a szovetekre
korlatozodott, amelyek tartalmaztak kimutathatd mennyiségli YFP-UVRS8 receptort (19. abra).
Ez a megfigyelésiink azt mutatja, hogy az UVR8 a phyA-hoz hasonléan aktivalja a HY5-ot
(Kirchenbauer és mtsai., 2016), tehat mindkét fotoreceptor szévetautonom modon inditja el a
fotomorfogenikus valaszokhoz vezet6 korai jelatviteli 1épéseket, példaul a HY5 gén indukciojat.

A hy5uvr8, illetve a hy5 mutans hatterti, HY5:HY5-YFP transzgént kifejezo felndtt
novényeket egy iranybol, oldalrol UV-B sugarzassal kezeltik. HYS-YFP felhalmozddasat a
szarban csak UVRS jelenlétében figyeltiink meg, mig UVRS hidnyaban egyaltalan nem. Ez a

jelenség a szarnak arra az oldalara korlatozodott, ahol az UV-B sugarak érték a ndvényt
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(21. abra A, B). Mivel a HYS csokkenti az auxinvalasz mértékét a jelatvitelhez kothetd gének
szabalyozasa révén (Vanhaelewyn 2016), kizardlagos jelenléte a megvilagitott oldalon el6idézi a
szar elhajlasat UV-B sugarzas iranyaba. A csirandvényekkel végzett hasonld megfigyelések alapjan
(Vandenbussche és Van Der Straeten, 2014) (3. abra) mindebbdl azt feltételezhetjiik, hogy az
UVR8-nak nem csak az HY5-szintet emelé hatasa helyspecifikus, de a HY5 auxinvalaszokra
gyakorolt hatasa is a HY5 jelenlétéhez kotott és nem terjed el mashova a felhalmozodas helyétol
(21. abra A, B). Ez a HY5-fiigg6 folyamat lehet az egyik oka az UV-B hatasara kivaltott, fényt6l
fliggd differencialt novekedési valaszoknak, amiknek a kdvetkezménye jelen esetben az UV-B
iranyaba megfigyelhetd szarelhajlas.

A fentebb bemutatott kisérletet elvégeztik hyh és hybShyh hattérben HYH:HYH-YFP
transzgént termel6 vonalakkal is (21. abra C). A HYH a HY5-hoz hasonldan szintén az UV-B
kezelt oldalon halmozddik fel felndtt novények szaraban (21. abra). A hy5hyh dupla mutans
vonallal végzett kisérletek eredményei mindezeken feliil arra engednek kovetkeztetni, hogy a HYS
jelenléte elosegiti a HYH fehérje termelddését: szamottevoen tobb HYH-YFP-t tudtunk detektalni
a hyh hatteri névények szaraban, mint a hyShyh novényekében (21. abra C). Erre kézenfekvo
magyarazat lehet a két fehérje nagyon hasonlé miikddése: mivel a HYS sajat felhalmozodasara
pozitivan hat (Binkert és mtsai., 2014), a nagyfokt hasonldésag miatt nem meglepd, hogy a HYH
termelést is képes fokozni.

Megvizsgaltuk, hogy a HYS illetve a HYH gradiens felndtt novények szaraban mar
transzkripcios szinten is érvényesiil-e, vagy kizardlag fehérjeszintli szabalyozas, példaul arnyékos
oldali fehérjedegradacio okozza-e a kialakult egyenetlen felhalmozodast. A szar megvilagitott
oldalan jelent6sen nagyobb HY5 és HYH mRNS mennyiséget mértiink (22. abra), ami arra utal,
hogy az UVR8 a HY5 és a HYH gradiens kialakuldsat mar transzkripciés szinten eldsegiti azzal,
hogy csak az UV-B sugarzas helyén aktivalja a HY5 és HYH géneket, tehat az UVR8-fiiggd, HY5
(és HYH) gént aktivalo jel sem terjed el az UV-B besugérzas helyétol. A HYS és HYH fehérjék
szarban megfigyelhetd egyenetlen eloszlasa nagyban hozzajarul a csirandvényekéhez hasonlo,

egyoldali UV-B megvilagitas kovetkeztében megfigyelheté szarelhajlashoz.

6.3.3 Az ELIP2 és a PRR9 gén indukcioja UV-B hatasara

Nem meglepd, hogy az ELIP2 indukcidja a HYS génhez hasonldan (valdjdban a HYS
felszaporodasatol fiiggden) torténik, mivel az ELIP2 expresszigja HYS5-fliggh: csak ott
indukalodhat, ahol jelen van kellé mennyiségii HY5 fehérje (23. abra, 24. dbra). Erdekes médon,
annak ellenére, hogy a HYS képes vandorolni a ndvények szervein és szovetein keresztiil (Chen és
mtsai., 2016), az altalunk vizsgalt valaszban az UV-B kezelést kovetden csak azokban a szovetben

talaltunk HY5-ot, amelyikben kimutathaté mennyiségii UVRS is jelen volt (19. abra). Ezzel egyiitt
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az ELIP2 indukcioja az YFP-UVRS8-at tartalmazo szdvetekre korlatozodott, tehat ebben az esetben
a HY'S nem kozvetitette az UVRS hatasat mas szovetekbe.

Erdekes a PRR9 HY5-t3l fiiggetleniil megemelkedd expresszidja, ami csak azokban a
szovetekben figyelhetd meg UV-B hatasara, amelyekben volt detektalhaté mennyiségti YFP-UVRS8
(kivéve az epidermiszben, de ez a PRR9 sajatos szabalyozasanak a kovetkezménye) (25. dbra,
26. abra). Ez arra utal, hogy az UVRS jelatvitelében megfigyelhetd (akar szovetautonom) valaszok
nem kizarolag az aktiv UVR8 miatt szovetspecifikusan termelédé HYS5 tovabbi hatasaibol
eredeztethetoek, léteznek mas, HY5-t01 fliggetlen szovetautoném utvonalak is, melyek bizonyos
gének indukdladsdhoz vezetnek. Ezeknek a jelatviteli utvonalaknak a felderitése szamos tovabbi

kutatési lehetdséget kinal.
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7.OSSZEFOGLALAS

A novények ki vannak téve a kornyezetben tapasztalhatd folyamatos valtozasoknak, ezért
ezekhez alkalmazkodniuk kell. Az egyik legfontosabb kornyezeti tényez6 a fény, mivel a novények
energiaforrasként hasznositjak, azonban a napfény, éppen magas energiatartalma miatt, akar
komoly karokat is okozhat. Annak érdekében, hogy a ndvények a fényviszonyokhoz alkalmazkodni
tudjanak, kiilonb6zé hulldmhosszisaghh fényben miik6dd fotoreceptorokat hasznalnak a fény
mennyiségi, mindségi, idébeli, illetve irdnydban bekdvetkezd valtozasainak kovetésére.

A természetes napfény része az UV-B sugarzds, aminek érzékelése kiemelten fontos,
ugyanis a napfényben az UV-B sugarak rendelkeznek a legnagyobb energiatartalommal, ami miatt
konnyen karosithatjak a névények makromolekulait. A névények a védekezésiik érdekében jelként
is képesek az UV-B sugarakat érzékelni, amiben az UVR8 fotoreceptornak van a legfontosabb
szerepe. Az UV-B Altal aktivalt UVR8 a COP1 E3 ubiquitin ligdz inaktivalasa révén a HYS
transzkripcios faktort felszabaditia a COP1 altali gatlas aldl, ennek kovetkeztében
fotomorfogenikus valaszok indulnak el a novényben. Az UVRS8 aktivalodas hatasara szamos egyéb
folyamat is elindul, ilyen példaul az UV-B sziird flavonoidok felhalmozddasa.
Az UVRS szerteagazo6 hatasa annak koszonhetd, hogy jelatviteli rendszere szorosan 6sszefonodik
mas fotoreceptorokéval és sokféle hormonalis jelatvitel miikodésével is kapcsolatban all.

A fényhez kotott jelatviteli rendszerekben sok példat talalhatunk szerv-, illetve
szovetspecifikus részfolyamatokra, amelyek 0Osszehangolt milkodésiik révén, akar szoveti
autondmiat nem mutatd egyéb részfolyamatokkal egyiitt, kialakitjdk a sziikséges Osszetett
valaszreakciot. Eppen ezért, ha atfogd képet szeretnénk kapni egy adott valaszreakcié lefolyasarol,
érdemes a részfolyamatok jellegzetességeire koncentralni. Mivel az UVR8-cal kapcsolatban eddig
nem vizsgaltdk a jelatviteli folyamatok szdvetspecificitasat, célul tiiztiik ki, hogy YFP-UVRS8
fehérjét bizonyos szovetekben termelé transzgenikus Arabidopsis novények segitségével
megvizsgaljuk a legismertebb UVRS8-fiiggd valaszok szovettipusoktol fliggd, vagy fiiggetlen

lefolyasat. Kisérleti eredményeink alapjan a kdvetkezd kovetkeztetéseket tehetjiik:

e Az UVRS sajat promoterével kifejeztetett YFP-UVRS fehérje a csiranévények epidermisz
és a mezofill sejtjeiben biztosan termeldodik.

e A mutans komplementacios tesztek alapjan megallapithatd, hogy a csirandvényekben a
hipokotil megnyulas gatlasaban az epidermalis és a mezofillben talalhaté UVRS
egylittmiikodve vesz részt, mig a sziklevél novekedését kizardlag az epidermiszben
talalhato UVRS fotoreceptor képes eldsegiteni. Eredményeink alapjan a hipokotil hosszara
és a sziklevelek méretére a szallitdszovetben termeltetett YFP-UVR8 (nagy

val6szinliséggel) nincs hatéssal.
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A fehér fénnyel egyiitt alkalmazott kiegészit6 UV-B sugarzas hatisara bekdvetkezo
fotomorfogenikus ¢és UV-B akkliméacidos valaszokat leginkdbb a felndtt ndvények
kortexében/mezofilljében 1évé UVRS képes elinditani, de a teljes valaszok kialakuldsahoz
sziikséges az epidermiszben taldlhatdé UVRS is. A klorofilltartalom emelkedését szintén
leginkabb a kortex/mezofill sejtekben talalhatdé UVRS inditja el, az UVRE mennyiségével
aranyos mértékben.

Csiranovényekben és felndtt novényekben egyarant megfigyelhetd az UVRS8-fiiggd
flavonoid felhalmozodas. Legnagyobb mennyiségben azokban a szovetekben termelddnek
flavonoidok, ahol az UVR8 megtalalhatd, a teljes értékii valasz kialakulasahoz viszont
sziikség van a kiillonb6zo szovetekben lejatszodd autonom jelatviteli mechanizmusok
Osszességére.

Az egy iranybdl megvilagitott felnott névények szaraban megfigyelheté az UVR8-fliggd
flavonoid felhalmozddas az UV-B-vel besugarzott oldalon. Ez arra utal, hogy az UVRS
ebben az esetben helyspecifikusan, a megvilagitott szovetekben fejti ki hatdsat, nincs
jelterjedés az arnyékos oldalra.

Feln6tt novények esetében tobb esetben taldltunk YFP-UVR8-at nem tartalmazo
szovetekben is flavonoidokat, ami a flavonoidok mozgasara, transzportjara utal.

Felnétt korban is fontos az epidermiszben talalhaté UVRS a flavonoidok felhalmozasahoz,
viszont a kortexben talalhat6 UVR8-nak sokkal fontosabba valik a szerepe, mint
csirandvény allapotban. Az UVRS8 fehérje mennyiségének is komoly hatdsa van a
flavonoid felhalmozodas mértékeére.

Kimutattuk azt is, hogy a flavonoid termelés egyik kulcsenzimét kodolo CHS gén UV-B
indukcioja csak azokban a sejtekben kovetkezik be, melyekben van aktiv YFP-UVRS.
Ez a helyspecifikus génindukcio lehet a flavonoid felhalmozodas kivaltdja.

Felnott novényeken megfigyeltilk az unilateralis UV-B sugarzas irdnyaba bekovetkezo
szarelhajlast. Ez hasonlit a csirandvények hipokotiljanak kordbban leirt reakcidjara,
azonban mig a felnétt ndvényekben a folyamatot domindnsan iranyité fotoreceptor az
UVRS8, valamint a fototropinok elhanyagolhatdé szerepet jatszanak benne, addig a
csirandvények valaszaban a fototropinok szerepe hangstlyosabb. Ez arra utal, hogy a
viragzati tengely fototropikus valaszait iranyitd jelatviteli mechanizmusok inicializalasa
eltér a hipokotilétol. A szar elhajlasait UV-B sugarzas felé az epidermiszben és a
mezofillben/kortexben termel6dé UVRS is kivaltja és az elhajlas mértékét befolyésolja az
UVRS8 mennyisége.

Az UVRS iranyitotta jelatvitelben kulcsszerepet jatszo HYS fehérje felhalmozodasa,
valamint a HY5 gén indukcidja szévetautonom: a csiranévényeknek csak azokban a

szoveteiben kovetkezett be a génindukcio és a HYS szint emelkedése, amelyekben volt
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kimutathaté mennyiségli UVRS. Ez azt bizonyitja, hogy ezekben a folyamatokban nincs
szovetek kozotti jelterjedés.

e Felndtt ndvények szaraban a HYS €s a vele homolog HYH felhalmozddasa is UVRS8-fliggd
moédon, csak az UV-B-vel megvilagitott oldalon figyelhet6 meg. Mivel a HYS az auxin
novekedési hormon hatasat helyspecifikusan gatolja, ez a jelenség hozzajarulhat a
megvilagitott és az arnyékos oldal kozott megfigyelhetd egyenetlen auxinvalaszhoz,
aminek egyenetlen szarndvekedés, vagyis UV-B iranyba megfigyelhetd elhajlas a
kovetkezménye.

e A HY5-fiiggd ELIP2 ¢és a HYS5-fiiggetlen PRR9 génexpresszio UV-B éltali
megemelkedését az UVRS valtotta ki, de csak azokban a szdvetekben, amelyekben volt
kimutathaté mennyiségli YFP-UVRS. (Ez aldl kivétel a PRR9 epidermalis indukcidja,
ugyanis ez a gén ebben a szdvetben nem indukalodik, de ez a ProPRR9 sajatos miikodése
miatt torténik.) Ezek alapjan az UVRS altal inditott jelatviteli 1épések szovetspecifitasa
nem csak abbol eredhet, hogy a jelatvitelben kiemelt szereppel biro HY5 felhalmozodasa
szOveti autonomiat mutat, mivel a HY5-t6l fiiggetlen PRR9 szintén szovetspecifikusan

indukalodik.

Osszesitve az eredményeket megallapithatjuk, hogy az UVRS jelatviteli rendszerében
szovetautonom és szoveti specificitdst nem mutatod folyamatok egyarant eléfordulnak, ezek sokszor
egylittesen fejtik ki hatdsukat a megfeleld Osszetett valaszok kialakuldsa érdekében. Az UVRS
jelatviteli rendszerének egyre részletesebb ismerete tjabb és jabb lehetdségeket biztosit a tovabbi
részfolyamatok autonémidjanak felderitésére, igy a jovoben szamos alkalom fog nyilni kisérletek
tervezésére az altalunk is alkalmazott megkozelitéssel. Ha ezeket a folyamatokat felderitjiik,
a jelatvitelhez tartozd komplex valaszreakciok manipulalhatosdga egy magasabb szintre keriilhet,
ugyanis UVR8 (esetleg mas jelatvitelben szerepl6 receptorok), vagy egyéb faktorok adott
szovet(ek)ben torténd termeldédésének befolyasolasa altal erdsithetéek, vagy gyengithetéek
lennének egyes részfolyamatok kiilon-kiilon is. Az UV-B jelatvitel alaposabb megismerése olyan
UV-B sugarzasban, vagy akar megfeleld, UV-B sugarzassal kiegészitett fénykezeléseknek
koszonhetéen erdsithetjiik a novények kartevok elleni védekezését is. Ezeket az ismereteket

természetesen a haszonndvények hatékonyabb termelésével kapcsolatban is tudnank kamatoztatni.
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8. SUMMARY

8.1 Introduction

Plants are exposed to the ever-changing environmental cues. Light is one of the most
important environmental factor for plants: it is essential not only for producing energy by
photosynthesis, but also as a signal, which helps plants to optimize their growth and development
in the changing environment. On the other hand, sunlight can cause serious damages due to its high
energy content. There are several processes which are influenced by light, for example
germination, development of seedlings, phototropism, shade avoidance, chloroplast movements,
opening of stomas and most of the rhythmic processes during the whole lifecycle of plants
(Sullivan and Deng, 2003). Thus, plants have evolved various photoreceptors in order to monitor
the duration, the wavelength, the intensity, the direction and the rhythmicity of the surrounding
light. In the widely used modal plant, Arabidopsis thaliana, these receptors are the blue/UV-A light
absorbing phototropins, cryptochromes and Zeitlupe-type receptors (Briggs, 2007), the red/far-red
absorbing phytochromes (phyA-phyE) (Schifer and Bowler, 2002; Bae and Choi, 2008) and the
UV RESISTANCE LOCUS 8 (UVR8) UV-B photoreceptor (Rizzini et al., 2011).

UV-B radiation (280-315 nm) is a part of sunlight which reaches the Earth’s surface.
This part of the sunlight has the largest energy content, so UV-B can easily damage
macromolecules (DNA, proteins, lipids, etc.), causing stress, or even irreversible damages
(Holloésy, 2002). For this reason, it is crucial for the plants to perceive UV-B and start signalling
cascades in order to adapt to UV-B irradiation and even initiate repair mechanisms to reduce the
damage caused by UV-B.

It has long been assumed that UV-B radiation can result in photomorphogenic changes
irrespective of considerable DNA damage. However, it took many years to identify a UV-B-
specific receptor in Arabidopsis, the UVR8 (Rizzini et al., 2011). UVRS8 is a seven-bladed
pS-propeller protein that normally forms homodimers, which monomerize upon UV-B irradiance,
leading to the enrichment of physiologically active UVR8 monomers (Christie et al., 2012).
Nuclear UVR8 accumulation is a necessary, however not sufficient step of UVR8 signalling
cascades (Kaiserli and Jenkins, 2007). An early step of the UVRS8 signalling cascade after the
receptor monomerization is the interaction between UVR8 and an E3 ubiquitin ligase, named
CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), which is needed for the nuclear import of
UVRS (Yin et al., 2016). Later, due to the interaction, COP1 is not able to ubiquitinate its target
proteins (Favory et al., 2009; Rizzini et al., 2011; Huang et al., 2013). When UVRS is active, it
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inhibits ELONGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) and HY5 HOMOLOG (HYH) ubiquitination by
COP1, which are positive regulators of photomorphogenesis. Additionally UVR8 induces the
expression of the HY5 and HYH genes (Osterlund et al., 2000; Lau and Deng, 2012). Thus, UVR8
promotes photomorphogenesis by inducing high levels of HY5 and HYH proteins, leading to
different responses such as inhibition of hypocotyl elongation in one hand, and enhanced synthesis
of photoprotective pigment molecules for example by upregulating, for example, the CHALCONE
SYNTHASE (CHS) flavonoid biosynthesis gene (Jenkins et al., 2001), leadint to better survival
under UV-B radiations (Oravecz et al., 2006). UVRS8 signalling is tightly linked to several
pathways, regulated by other photoreceptors and hormones (Vanhaelewyn et al., 2016).
The intimate relationship between UVR8 and auxin signalling has been examined extensively.
The most important molecular link which connects these pathways is the HY5, since HY5 can
inhibit auxin responses under UV-B irradiation. (Vandenbussche and Van Der Straeten, 2014).

It is known, that there are signals which do not spread between different tissues in the
plant, these are termed tissue-autonomous or tissue-specific. Such processes were discovered and
examined in the signalling pathways of different photoreceptors. The hypocotyl bending response
of phyA can be triggered exclusively by phyA in the mesophyll but not in the epidermis or
vasculature (Kirchenbauer et al., 2016). It was also found that some responses are controlled by
inter-tissue signal spreading, like regulation of certain genes involved in cell growth (Kirchenbauer
et al., 2016). Despite the gained data from different photoreceptors, the tissue autonomous or inter-
tissue aspects of UVRS8 signalling has not yet been studied. To achieve this, we developed a
transgenic plant-based experimental system using promoters which are active in certain tissues and
we monitored the chosen proteins of interest at tissue level using confocal laser scanning
microscopy. We supplemented these observations with diverse phenotyping studies obtained from

different development stages of the universal dicot model plant, Arabidopsis thaliana.

8.2 Conclusions

There are tissue-autonomous mechanisms working together with non-autonomous
regulation processes in the light signalling system. UVRS is taking part in this by triggering tissue-
autonomous and non-autonomous sub-processes as well, which are needed together for proper
UV-B responses just like photomorphogenic growth inhibition, phototropic stem bending, or
flavonoid accumulation. To expand our knowledge about the UVRS8 signaling we developed
transgenic plants expressing the YFP-UVRS8 protein in particular tissues of the uvr8 mutant and

investigated their UVR8-related UV-B responses. Taken together, our results revealed, that:
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YFP-UVRS8 was detectable in the epidermis and in the mesophyll/cortex, where the fusion
protein was expressed under the control of its own endogenous promoter. However, we
cannot exclude that UVRS is present in the vasculature.

The mutant complementation tests revealed that YFP-UVR8 could trigger
photomorphogenic hypocotyl elongation inhibition if it is present in the epidermis and in
the mesophyll/subepidermal cells.

YFP-UVRS could restore cotyledon expansion phenotype of the uvr8 mutant background,
when it was expressed in the epidermis. The UVRS in the mesophyll/subepidermal cells
does not have a role in this response, thus this process is strictly tissue-autonomous.
YFP-UVRS8 expressed in the vascular bundles has a very limited, if any role in regulating
hypocotyl elongation and cotyledon expansion.

The weak supplemental UV-B treatment we applied was suitable for investigating the
photomorphogenic UV-B responses of adult plants. The stronger supplemental UV-B
treatment however triggered the responses needed for acclimation and survival. Our results
suggest that in the regulation of chlorophyll accumulation, photomorphogenic and
acclimation responses, UVR8 plays a major role in the mesophyll/cortex, rather than in the
epidermis. It seems that these responses are influenced by the overall UVRS level of the
plants.

UVR8-dependent flavonoid accumulation can be detected in all of our transgenic
seedlings, however the flavonoid levels were lower compared with the wild type. It seems
that UVR8 plays a major role in the epidermis, since less epidermal than
cortical/subepidermal UVR8 is enough for inducing comparable flavonoid accumulation
during seedling stage.

In case of adult plants, epidermal UVR8 plays a major role in triggering flavonoid
accumulation, however cortical UVR8 become more important compared to seedling stage.
We could detect flavonoids not only in those tissues, which expressed YFP-UVRS: in
ProCAB3 and ProSUC2 plants we could detect high amount of flavonoids in the epidermis,
despite the fact that these plants do not express YFP-UVRS in this tissue. In the ProML1
line which expresses YFP-UVR8 exclusively in the epidermis we could detect flavonoids
only in the epidermis. Taken together, flavonoid transport can happen between

neighbouring tissues, but it is directed only from cortex to epidermis, not vice versa.
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e Under unilateral UV-B irradiation, the UVR8-dependent induction of CHS (CHALCONE
SYNTHASE, coding for a key enzyme in flavonoid biosynthesis) was much stronger in the
UV-B irradiated side of the stem, compared to its shaded side. We found that flavonoids
accumulate in a very similar manner, and the overall flavonoid level was influenced by the
YFP-UVRS level. UVRS8 can lead to CHS upregulation, only in those parts of the plant
where it is irradiated.

e Unilateral UV-B treatment triggers bending of the stem towards UV-B irradiation. This
response depends mainly on UVR8 and has negligible phototropin influence compared to
young seedlings. Both in the epidermis and in the mesophyll/cortex, UVR8 can trigger
stem bending towards UV-B, and it seems that UVRS signalling is more effective in the
epidermis.

e The UVR8-dependent HY5 gene induction and HY5 accumulation are tissue-autonomous,
since these responses only happen in those particular tissues, where detectable YFP-UVRS8
is present in our lines. This finding shows that there is no signal spreading between tissues
regarding these regulatory processes.

e Both HY5 and HYH gene induction as well as HY5 and HYH protein accumulation takes
place in the UV-B irradiated side of the stem, which contributes to site-specific inhibition
of auxin triggered growth responses. This phenomenon enhances the stem bending towards
UV-B, because of the unequal growing between the irradiated and the shaded side of the
stem. This finding also proves, that there is no UVRS signal spreading from the irradiated
side towards the shaded side of the stem (just like in the case of CHS gene activation, and
flavonoid accumulation). Additionally HY5 can enhance HYH induction during UV-B
irradiation.

e The HY5-dependent ELIP2 gene induction, and the HY5-independent PRR9 gene
induction are also regulated by UV-B in a UVR8-dependent manner. Both of these

responses are strictly tissue-autonomous.

Taken together, there are tissue-autonomous and non-tissue-autonomous pProcesses
working together in UVRS8 signalling system in order to trigger proper UVRS8 responses. Despite
the increasing knowledge of UVRS signalling cascades, there are still many unknown parts of it, so
in the future there will be many possibilities to plan new experiments. Revealing more and more
about the UVR8 signalling system will give us the chance to manipulate particular UV-B related
sub-processes in order to enhance development and survival, defence against herbivores. Moreover,
favourable illumination of crop plants with supplemental weak UV-B, combined with gene

manipulation could increase crop yield of plants in horticultures.
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KOSZONETNYILVANITAS

A dolgozatban bemutatott kisérletek dontd tobbségét a Magyar Tudomanyos Akadémia
Szegedi Biologiai Kutatokézpontjanak Novénybiologiai Intézetében, a Foto- és Kronobiologiai
Csoport tagjaként végeztem. Kszondm volt és jelenlegi csoportvezetéimnek, Dr. Nagy Ferencnek
és Dr. Kozma-Bognar Laszlonak a jelent6s anyagi tamogatast, valamint a szakmai segitséget,
amellyel végig segitették munkamat. Koszonettel tartozok Dr. Ormos Pal volt- és Dr. Nagy Ferenc
jelenlegi fOigazgatd, valamint Dr. Vass Imre igazgatd uraknak, hogy a Szegedi Biologiai
Kozpontban biztositottak munkamhoz a feltételeket. Dolgozatom a GINOP-2.3.2-15-2016-00001,
GINOP-2.3.2-15-2016-00015, valamint a GINOP-2.3.2-15-2016-00032 szami palyazatok nélkiil
nem késziilhetett volna el. Munkédmat az MTA Fiatal Kutaté 6sztondijjal segitette.

Koszonom témavezetdimnek, Dr. Nagy Ferencnek és Dr. Viczidn Andrasnak, hogy a
csoportban eltoltott évek alatt figyelemmel kisérték munkémat, szakmai segitséget nyujtottak,
mindvégig batoritottak k6zds céljaink elérése érdekében. Kiilon kdszoném Dr. Viczidn Andrasnak
a dolgozatommal kapcsolatos minden részletre kiterjed6 és lelkiismeretes javitdsi munkat,
javaslatait. Kiilon koszondom azt a lehetdséget, hogy Dr. Dominique Van Der Straeten (Ghent
University, Belgium) csoportjaval kdzds palyazatanak kdszonhetden a dolgozat témajaban szamos
uj eredmény sziilethetett, genti tartozkodasom ideje alatt értékes szakmai tapasztalatokra és 1ij
ismeretségekre tehettem szert.

K06szonom Dr. Dominique Van Der Straetennek, hogy kisérleteink egy részét kooperacios
palyazatunk keretében laboratériumaban végezhettem. Az ottani munkaban Dr. Filip
Vandenbussche és Lucas Vanhaelewyn nyujtott szakmai segitséget. Kiilon koszondm Lucas
Vanhaelewynnek a baratsagos fogadtatast, segitOkészséget, a feledhetetlen hangulata egyiitt toltott
1d6t, valamint a dolgozatom megirasahoz nyujtott rengeteg segitséget.

Halasan kdszondk mindent a Foto- és Kronobiologiai Csoport minden egyes volt és
jelenlegi tagjanak, akik munkamat segitették. Kiemelten koszonom Dr. Adam Evénak, Dr. Kozma-
Bognarné Dr. Hajdu Anitanak és Dr. Kozma-Bognar Laszlonak a rengeteg elméleti és gyakorlati
segitséget, amit az évek alatt nyujtottak. Mindenkinek koszondm a segitséget, aki dolgozatom
hibajavitasaban részt vett. Halasan kdszondm Martinak, Gyorgyinek, Hédinek, és Gabinak a vidam
hangulati munkanapokat, a ndvénynevelésben ¢és a kisérletek elokészitésében nyujtott
nélkiilozhetetlen segitséget.

Nagyon koszonom Dr. Kereszt Attilinak a héazi védésre elkészitett preciz és
lelkiismeretes biralati munkat, értékes észrevételeit, amik hozzajarultak a dolgozatom végleges

formajanak kialakulasahoz.
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Koszonom birdléimnak, hogy a nagy védésre elkészitették dolgozatom biralatat,
koszondm a Bizottsdg minden tagjanak, hogy védésem lebonyolitdsdhoz munkajukkal
hozzéjarultak.

Ko6szonom minden biologus kollégamnak, egyetemi csoporttarsaimnak, hogy veliik
tartalmas ¢és hasznos beszélgetéseket ejthettem meg a kutatéi élettel és a fokozatszerzés
folyamataval kapcsolatban. Halas vagyok minden irodai dolgozonak, amiért hivatalos tligyeim
lebonyolitasdban mindig szamithattam segitségiikre. K6szondém a technikai dolgozoknak, hogy
mindig tiszta, rendezett kdrnyezetben végezhettem munkémat.

Nagyon koszondm csalddomnak, bardtaimnak a kitartd érdeklddést, sziileimnek a
tamogatast és minden egyéb segitséget, amik hozzasegitettek a Ph.D. fokozat megszerzéséhez.
Testvéremnek, Bernula Dordnak mindezek mellett a dolgozatom hibajavitasaban nyujtott
segitségéért kiillon is nagyon halas vagyok. Végiil, de nem utolsé sorban feleségemnek, Aginak is
Oszintén koszonom a dolgozatom ellendrzését, az évek alatt tantsitott kitartd tdmogatast és a

szeretetteljes csaladi 1égkdr megteremtését, amik nélkiil ez a dolgozat nem johetett volna létre.
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Nyilatkozat

Mint az alabbi kdzlemény felelds szerzdje igazolom, hogy Bernula Péter Ph.D. jeldlt jelentds
mértékben hozzajarult az alabbi tudomanyos publikacid létrehozasahoz és tézisében kozolt
eredményeit mas Ph.D. értekezésben nem hasznaljuk fel:

Bernula P., Crocco C. D., Arongaus A. B., UIm R., Nagy F., Viczian A. (2017).
Expression of the UVR8 photoreceptor in different tissues reveals tissue autonomous
features of UV-B signalling. Plant Cell Environ. Jul;40(7), 1104-1114.
doi: 10.1111/pce.12904. Epub 2017 Mar 27. PMID: 28058744
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