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Bevezetés

A novények szamara a kiilsé kornyezethez vald alkalmazkodas alapvetd fontossagu,
ugyanis helytiild ¢letmodot folytatnak. Esetiikben az optimalisabb kdrnyezeti feltételek elérése
aktiv helyvaltoztatassal nem lehetséges, igy szamukra a legfobb tlélési stratégiat a kdrnyezet
valtozasainak érzékelése, majd az ezekhez torténd alkalmazkodas jelenti. Kiilondsen fontos
kornyezeti tényez6 a fény, mely kulcsfontossagl energiat és informaciot hordoz. Azon tal, hogy
a fotoszintézis altal kémiai kotésekben energiaként raktarozodik, nagyon fontos kornyezeti jel,
mely komoly hatdssal van a ndvények ¢letfolyamataira teljes életciklusuk alatt. Ennek
jelentdségére jol lathatd, amikor 6sszehasonlitunk kettd, egyidds kétszikii csirandvényt, melyek
koziil az egyik teljes sotétben csirazott és ndvekedett, a masik pedig fényben. A s6tétben nott
novény, melyet etiolalt novénynek is neveziink, teljesen mas testfelépitést mutat, mint a
fényben nétt tarsa: hipokotilja (szik alatti szdra) megnyult, halvanysarga sziklevelei 6sszezartak
¢és aprok. Etioplasztok talalhatok benne, melyek fotoszintézisre képtelenek, mivel nem talalhato
benniik klorofill. A sotétben végbemend egyedfejlodést szkotomorfogenezisnek nevezziik.
Ezzel szemben a fényben nétt ndvény, fotoszintetizal, kloroplasztiszokat tartalmaz, melyek
képesek a fényenergia asszimildlasara. Zold sziklevelei nagyok, kinyiltak, hipokotilja rovid és
egyenes, ugyanis a fény gatolja a megnyulasat. A fényben tortént novekedést, fejlodést
fotomorfogenezisnek nevezziik (mas szoval de-etiolacid). Mint latjuk a fotoszintézis €s a
fotomorfogenezis egyarant fényfiiggd folyamat, de érdekesség, hogy a novények képesek de-
etiolalt jegyeket kialakitani, olyan alacsony fényintenzitason, ahol a fotoszintézis folyamata
még nem indult el. Ez ramutat arra, hogy a névények kiilonallo fény altal indukalt jelatvitel

révén aktivaljak a fotomorfogenezist, a fotoszintézistdl fliggetlentil.
A fény érzékelése

A kornyezeti fényviszonyok érzékelésére a novényekben fotoreceptoroknak nevezett
fehérjeszenzorok alakultak ki az evolucid sordn. Ezek a fényérzékeny molekuldk a
fehérjelancon tal egy specidlis kromofort is tartalmaznak, melyek képesek eltérd
hullamhossztsagu fotonok elnyelésére. Az elnyelt fotonok hatasara a receptor aktivalddik és
kiilonbozo jelatviteli utakat indit el, melyek mas és mas fiziologiai és morfologiai valaszt
valtanak ki (Sullivan & Deng, 2003). A névények harom hulldmhossz-tartomanyban képesek a
foldfelszint elérd napsugarakat érzékelni. Az UV-B tartoményban az UVR8 (UV-B resistance
8), az UV-A ¢és kék tartoméanyban a kriptokromok és fototropinok, mig a voros (Amax=660 nm)
¢és a tavoli voros (Amax=730 nm) fényben a fitokromok inditanak el és irdnyitanak kiilonb6z6
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jelatviteli kaszkadokat (Galvao & Fankhauser, 2015; Paik & Huq, 2019; Pham és mtsai., 2018).
A vords fény kiemelt szerepet tolt be a novények életében, ugyanis a kék hullamhossz-
tartomany mellett ez hasznosul a leginkabb a fotoszintézis soran. Mig a voros fény elnyelddik
¢és energiaként hasznosul, addig a tavoli vords athatol a leveleken, ezért a vords-tavoli voros
fény aranya fontos informéciot hordoz a novények szdmara a kornyezetiikben 1év6 elérhetd
fényenergia mennyiségérdl és a kozvetlen szomszédaik jelenlétérdl. Ezt az informaciot a
fitokromok biztositjak a novények szamara, melyek a mohaktdl a kétszikiiekig megtalalhatok

a névényvilagban (Li és mtsai., 2015).
Fitokromok az Arabidopsisban

Az altalunk vizsgalt modellndvényben, az Arabidopsis thaliana-ban (ludfli) 6sszesen 6t
fitokrémot azonositottak (Sanchez-Lamas és mtsai.,, 2016). Ezeket hagyomanyosan két
csoportba soroljuk. Az I. tipus, amely csak a fitokrém A-t (phyA) tartalmazza, fényben instabil
¢és kulcsfontossagu szerepet tolt be olyan extrémen alacsony fényintenzitasnal, ahol mas
fotoreceptor inaktiv. A kimagaslo fényérzékenysége miatt a szkotomorfogenezis-
fotomorfogenezis folyamat dtkapcsoldsaban és a csirdzas indukcidjaban vesz részt. A I1. tipusba
tartoznak a fitokrom B, C, D, E receptorok (phyB-phyE) (Nagy és Schéfer, 2002; Sharrock,
2008). Folyamatos vords fényben Ok jatszanak dominédns szerepet, ugyanis az I-es tipusu
fitokrom ilyen koriilmények koézott mar lebomlik. Befolyasoljak a csirandvény fejlodését,
novekedését (gatoljak a hipokotilmegnyulast, serkentik a sziklevelek novekedését). A
fitokromok 4altal iranyitott fotomorfogenikus véalaszok megfigyelhetok a felnétt ndvényekben
is: arnyékkeriilés, a cirkadian ora szabalyozasa, a gazcserenyilas-¢s kloroplasztisz-mozgasok, a

viragzas kivaltasa (Franklin & Quail, 2010).
A fitokromok molekularis szerkezete, fényelnyelése

A mikodoképes fitokromok dimerként vannak jelen a ndvényben, mely kettd
holoprotein Osszekapcsolodasaval alakul ki. Egy ilyen koriilbeliil 125 kDa nagysagu
holoprotein egy apoproteinbdl és egy hozza kapcsolddoé linearis tetrapirrol vazas kromoforbol
all, és két nagyobb doménre tagolddik (1. abra). Az N-termindlis domén 70 kDa nagysagu és a
fényérzékelésben tovabba a jelatvitelben jatszik szerepet, €s tovabbi al-doménekre tagolodik.
Ezek az (1) NTE (N-terminal extension) a molekula flexibilis térszerkezetli N-termindlis vége,
(2) PAS (Per/Arnt/Sim) domén, ami altalaban fehérje-fehérje kapcsolatok kialakitasaban jatszik
szerepet, (3) a GAF domén (cyclic guanosine monophosphate (cGMP)
phosphodiesterase/adenylyl cyclase/FhlA domain), melyhez utokatalitikusan a kromofor
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kotddik, és a (4) fitokromokra jellemzé PHY domén. A C-termindlis domén 55 kDa-os és a
jelatvitel modulacidjaban jatszik szerepet. Hairom al-doménra bonthato, a HKRD (Histidine
Kinase Related Domain) bakterialis hisztidin kinazokkal mutat némi homologiat, mig tartalmaz
két PAS domént is, melyek a fényfiiggd interdomén kdlcsonhatasokban és feltehetéen mas
fehérjékkel vald kolcsonhatasban jatszanak szerepet, tovabba a miikddéshez esszencidlis
dimerizaciéért felelosek (Bae & Choi, 2008; Rockwell és mtsai., 2006). Az N- és C-terminalis
domént egy csukld (hinge) motivum koti Ossze, mely kulcsfontossagu szerepet jatszik a

receptorfehérje térszerkezetének kialakitasaban és az aktiv allapot megtartasaban (1. abra).

A fitokromok dimerként miikodnek és két eltérd térszerkezeti forméjuk (konformer)
ismert, melyek fényelnyelése kiillonb6z0. Az inaktiv, Gin. Pr forma a vordsben, 660 nm-es
elnyelési maximummal, mig a masik, a biologiailag aktiv Pfr forma tavoli vorosben, 730 nm-
es elnyelési maximummal rendelkezik. Az aktiv és inaktiv forma fény hatasara atalakul
egymasba: a Pr forma vOrds besugarzasnal Pfr-ré alakul, azaz aktivalodik, mig tavoli vorésben
az aktiv Pfr forma alakul at Pr-ré, azaz inaktivalodik (2. abra). Mivel a két konformer elnyelési
spektruma részben atfed egymassal, még erds vords besugarzasnal sem éri el a Pfr ardny a
100%-ot. Az aktiv forma aranya legfeljebb az Gsszes fitokrom (Ptot) 88%-a lehet. Az adott
sugarzasi viszonyok kozott kialakuld Pfr forma/dsszes fitokrom ardny (Pfr/Ptot) felel a

1étrejovo jelatvitelért és €lettani valaszokért (Nagy & Schafer, 2002).

Hinge

| | |
N-terminalis régio C-terminalis régio

1. abra: A fitokrom monomer szerkezeti egységei. Az N-terminalis domén tovabbi al-
doménekre oszthatd: NTE, PAS, GAF és a fitokromokra jellemzé6 PHY domének. A GAF
doménhez kapcsolodik autokatalitikusan a tetrapirrol vazi kromofor (fekete villam jel)). A C-
terminalis domén kettd PAS motivumot és egy hisztidin kinazokkal rokon domént (HKRD)
tartalmaz. Bévebb magyarazatot lasd a szovegben (Bae és Choi, 2008 alapjan).

Amikor a novény sotétbe keriil (példaul lenyugszik a Nap) €s tobb fény mar nem éri, a
Pfr formak keletkezése leall. A Pfr forma azonban nem csak a tdvoli vOrds besugarzas hatasara
képes visszaalakulni Pr formava, hanem a spontan bekdvetkezd, ugynevezett termalis reverzid
révén is. A jelenség hatterében a Pfr forma konformacidja 4&ll, ugyanis ez egy
termodinamikailag instabil allapotot jelent (Klose és mtsai., 2020). Igy az é&jjel folyaman a Pfr
mennyiségének lecsokkenésével a fitokromok iranyitotta jelatvitel leall. Pr és Pfr formak

egymasba alakuldsanak mechanizmusait a 2. dbra foglalja 6ssze.



Voros fény
(660 nm)

—
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phy Pr phy Pfr
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2. abra: A fitokromok konformaciovaltozasai. Voros fény hatasara a Pr forma Pfr formava,
azaz aktiv térszerkezet( fitokromma alakul. Tavoli vords fény hatasara a Pfr forma visszaalakul
Pr forméva, azaz inaktivalodik. Mindemellett a Pfr forma spontan, akar sotétben is
visszaalakulhat Pr formava, mivel a Pfr forma termodinamikailag instabilabb a Pr formaval
szemben (Klose és mtsai., 2020 alapjan).



A fitokromok hatasa a novények egyedfejlodésére

Hagyomanyos értelemben véve a jelatvitelben részt vevo faktorok azt tamogatjak, vagy
gatoljak, és mikodésiik eredményeképpen alakul ki az adott kornyezeti és élettani allapotnak
megfeleld jelatvitel. A fitokrom fotoreceptorok szamos olyan faktorral 1épnek kapcsolatba
miikédésiik soran, melyek a novények ¢letfolyamataiban donté szereppel birnak. Gyenge
fényben a csirazas kezdetekor (példaul a talaj alatt) a phyA a jelatvitel legfobb modulatora. A
novényeknek ebben a korai ¢életszakaszaban még kevés fény all rendelkezésre, igy sokkal
kevesebb aktiv, Pfr form4ju fitokrom talalhato benniik, azaz a Pfr/Ptot arany alacsony. A phyA
esetében ez az alacsony arany is képes beinditani olyan jelatviteli kaszkadokat, melyek a
szkotomorfogenezis-fotomorfogenezis atmenetet segitik eld ¢és jelatvitelt biztositanak. Amikor
fénybe keriil a ndvény (a talajszint felett) gy a phyA szerepe is hattérbe szorul, ugyanis ez a
tipusi fitokrom fényben rendkiviil bomlékony. A fotomorfogenikus fejlédés legfobb
iranyitdjava ekkor a phyB valik, amely ekkor az Ossz-fitokrom mennyiség 80%-at teszi ki.
Mivel sokkal tobb fény all rendelkezésre, igy a Pfr/Ptot arany is megemelkedik igy a nagyobb
mennyiségli phyB Pfr mar egy jelentdsen tobb jelatviteli faktorral tud kdlcsonhatast Iétesiteni,
amely lehetdvé teszi az aktiv jelatvitelét. Mivel a Pr és Pfr allapot elnyelési spektruma mindkét
tipusu fitokrom esetében atfed, igy vizsgalataink soran figyelembe kell venni az adott
megvilagitas alatt 1étrejovo Pfr/Ptot aranyt. Ez gyenge, illetve tavoli vords fényben kicsi, amely
azt eredményezi, hogy csak a phyA jelatvitelére tudunk kovetkeztetni az ilyen koriilmények
kozott kialakult fenotipusbol. Vords fényben nétt novény esetén a phyB hatasat tudjuk
tanulmanyozni, ugyanis ekkor a Pfr/Ptot arany magas, illetve a phyA elbomlik és a phyB lesz
a dominans fitokrom. Ezért a méréseinkhez hasznalt monokromatikus tavoli voros (A=727 nm)

fényben a phyA, mig voros (A=664 nm) fényben a phyB jelatvitelét tudjuk vizsgalni.
A fitokromok foszforilacigja

Az elmult években fény deriilt arra, hogy a fitokromok poszttranszlacios
modosulasukon mennek keresztiil, melyek hatassal vannak a jelatvitelre. Ezek egyike a
foszforilacid. Tomegspektrométeres mérésekkel kimutattak, hogy a phyB NTE doménjdban a
mutans phyB molekuldkat hoztak Iétre, melyekben a S86 aminosavat megvaltoztattak.
Amennyiben ezt a szerint alanin aminosavra cserélték (S-A mutéans), gy a molekula a nem
foszforilalt allapotot mutatta, mig amikor aszparaginsav aminosavra (S-D mutans) cserélték, a

molekula a foszforilalt allapotot mimikalta (utanozta). A phyB(S86A) valtozatot kifejezd voros



fényben nétt novények hipokotilja révid, mig a phyB(S86D)-t kifejezoké hossza volt. A
phyB(S86A) tehat hiperszenzitiv, mig a phyB(S86D) mutdns hiposzenzitiv fotomorfogenikus
fenotipust mutatott. Kideritették azt is, hogy a folyamat hatterében a Pfr forma megvaltozott
Pfr forma gyorsabban alakul vissza Pr-ré, mig, ha ez a pozicié defoszforilalt allapotban van, ez
a visszaalakulas sokkal lassabban megy végbe (Medzihradszky ¢és mtsai., 2013). Tehat ha
azonos vOrds fényintenzitason neveljilk a kétféle csiranovényt, a novényben talalhato
fitokromok 0sszmennyiségének kisebb szazalékat teszi ki a Pfr forma (alacsony Pfr/Ptot arany),
amennyiben foszforilalt allapotban (mint a phyB(S86D) mutans esetében) vannak jelen a
fitokrémok. Ellenkezd esetben, amikor csak defoszforildlt fitokrémokat taldlunk (mint az
phyB(S86A) mutéans) ez az ardny nagyobb. Tovabbi vizsgalatok feltartak azt is, hogy a phyB
molekula tobb foszforilalédni képes aminosavat is tartalmaz és az is kideriilt, hogy ezek
foszforilacios allapota befolyéasolja az ltaluk iranyitott jelatvitelt (Hajdu és mtsai., 2015; Nito
¢és mtsai., 2013; Viczian és mtsai., 2020).

Azt, hogy a phyA NTE doménje foszforilalodik, régota ismert tény (Stockhaus és mtsai.,
1992). Néhany éve szamitogépes elemzéssel azonositottak nagy valdszintiséggel foszforilalodo
Ezeknek a funkcigjat defoszforilaciot, illetve foszforilaciot utanzé mutansokkal vizsgaltak. Az
eredményekbdl kirajzolddott, hogy mig ezek a mutaciok egyenként nem okoznak kiilondsebb
eltérést a vad tipusu phyA-hoz képest, viszont, azok a phyA valtozatok, melyekben mindharom
aminosavat megvaltoztattak, hiposzenzitiv fotomorfogenikus fenotipust indukaltak, mind az A,
mind a D mutaciok esetében (Zhou és mtsai., 2018).

Kutatocsoportunk tomegspektrométeres eljarassal azonositott olyan in planta
foszforilaldddé aminosavakat mind a phyA, mind a phyB fotoreceptoron, melyeket eddig nem
vizsgaltak (3. dbra). Ezen munka soran azt tliztiik ki célul, hogy ezeknek a foszforilaciora képes

aminosavainak jelatvitelre gyakorolt hatdsat vizsgaljuk meg.
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3. abra: A vizsgalt foszforilaciés poziciok. A kisérleteink soran az abran szammal jelolt
foszforilacios helyek vizsgalataval foglalkozunk. A phyA és phyB esetén is az NTE régi6 érintett
legfoképpen, tovabba a phyA esetén a PHY domén ketté aminosavat is vizsgaljuk. A fekete
téglalap a kromofor poziciojat jeloli.



Eddigi eredmények

Ez a fejezet Osszefoglalja azokat az eredményeimet, melyeket a Bsc szakdolgozatomban
kozoltem és kozvetlen elézményét jelentik a mostani munkamnak. Korabban a phyB S86-os
szerinje mellett, kutatocsoportunk korabbi tomegspektrométeres mérései azt is kimutattak,
hogy az NTE doménben tovabbi szerin aminosavak (S3, S23-25, S39-40 és S44).
foszforilacigja is megtorténik. Korabbi munkank soran ezeknek foszforilacidjat vizsgaltuk,
ugy, hogy ezeket a szerineket (S) alaninra (A) vagy aszparaginsavra (D) cseréltiik ugy, hogy a
molekula a 86-0s szerinjét mar A vagy D aminosavra cseréltik (S86A ill. S86D). Igy létrejott
négy olyan mutans phyB valtozat, melyek segitségével felderithetjiik, hogyan befolyésolja az

NTE domén vizsgalt szerinjeinek a foszforilacidja az S86-os mutansok jelatvitelét (1. tablazat).

Elnevezés Leiras

SA-S86A Az S86 mellett, a tobbi NTE szerin is defoszforilalt.
(S3/23-25/39/40/44/86A)

SA-S86D Az S86 foszforilaciot utanoz, a tobbi NTE szerin defoszforilalt.
(S3/23-25/39/40/44A-S86D)

SD-S86A Az S86 defoszforilalt, a tobbi NTE szerin foszforilaciot utanoz.
(S3/23-25/39/40/44D-S86A)

SD-S86D Az S86 mellett, a tobbi NTE szerin is foszforilacidét utanoz.
(S3/23-25/39/40/44/86D)

1. tablazat. A korabbi munkiamban vizsgalt phyB NTE konstrukciok és
leirasaik.

A transzformalt transzgén endogén, pPHYB promoéterbdl, YFP-hez (yellow fluorescent
protein) kapcsolt PHYB kodolo régiobdl és egy NOS terminator szakaszbdl épiil fel. Ezeket a
transzgéneket fejeztiik ki phyB hidnyos novényekben. Olyan névényvonalakat valogattunk ki,
ahol ezen transzgénvaltozatok terméke azonos szinten fejezddik ki, igy, ha ezek fenotipus-
vizsgélatakor barmi eltérést tapasztalunk az pusztdn a megvaltoztatott PHYB fehérje miatt
lehet. A transzgénikus novényvonalak hipokotilhosszat vizsgaltuk olyan koriilmények kozott
(folyamatos vOrés megvilagitas), amikor ennek kialakitasaért elsésorban a phyB jelatvitele
felel. Korabban kideriilt, hogy a fitokromok Pfr formajat az S86 foszforilacidja destabilizalja
(Medzihradszky ¢és mtsai., 2013), ami a hipokotil megnyulas gatlasat befolyasolja voros
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fényben. Az altalunk vizsgalt valtozatok ezt a hatast megerdsitették és kirajzolodott, hogy a
tovabbi mutacidk az NTE doménben egyiittesen felerdsithetik vagy éppen gyengithetik a mar

meglévé S86 mutacio hatasat (4. abra)

A B
1.2 1
1 2 3 4 5 6 7 8
ant-GFP -
140 kDa - | D SRR S _— lf—' 1 k ; ¢ I
ant-ACT u * i
42 kDa - g 081
£
3
Novényvonal % é 0.6 4
1 SA-S86A #9/2 348 F - Wr
2 SD-S86A #5/3/B 62 2 phyB-9
3 SD-S86D #10/3 231 % 04 { == S8A
3 SA-SS6D #2/5 | 210 = —— 586D
5 S86A 192 8 SA-S86A #972
6 SS6D | 186 02{ —e—sassoD#25
7 WT 100 i SD-S86A #5/3
8 phyB-9 SD-S86D #1073
0

0,01 01 1 10 100
Vérds fényintenzitas pmol m2 s-1

4. abra: Vizsgialt négy konstrukciot Kkifejez6 novényekben a PHYB-YFP mennyisége és
fenotipusa. (A) A fenotipizalasra kivalasztott névényvonalak PHYB-YFP tartalma. K6zel azonos
expresszios-szinti ndvényvonalakat kivalogatva western blot modszerrel meghataroztuk a
kimérafehérjék mennyiségét. A megfeleld hattér értékek kivonasa utdn a PHYB-YFP jelét (fekete nyil)
az aktin jelre normalizaltuk, és a PHYB-YFP vad tipus-t (WT) vettiikk 100%-nak. A csillaggal jel6lt sav
valoszinlileg a PHYB lebomlasi terméke, igy a jelek kvantitalasa soran a két sav 6sszegével szamolunk.
(B) A Kkivalasztott transzgénikus novények relativ hipokotilhossza vordés fényintenzitas
fiiggvényében. 4 napon keresztiil neveltik a kiillonb6z6 PHYB-YFP valtozatokat kifejez6
csirandvényeket kiilonboz0 intenzitast vords fényben, majd a mért hipokotilhossz értékeket az adott
vonal sotétben mért értékeire normalizaltuk. A hibasavok standard hibat jeldlnek (n> 30).
A méréseinkbdl kitlinik, hogy amennyiben az NTE domén kivélasztott aminosavai nem tudnak
foszforilalddni, Ggy sokkal erdteljesebb jelatvitelt tapasztalunk (SA-S86A, lila gorbe). Ennél a
vonalnal mértiik a legerdsebb a hipokotilmegnyulas gatlast, erésebbet, mint az S86A vonalnal.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az NTE kivalasztott szerinjeinek a defoszforilaltsdga
kiegésziti a defoszforilalt S86-os kulcspozicionak a hatasat. Ellenkezd esetben, ha az S86
foszforilaciot utanzé mutacidt tartalmaz (S-D), Gigy az NTE tobbi szerin aminosava
foszforilacids allapotanak megvaltoztatasa nem okoz jelatviteli eltérést az egyszeres mutanshoz
(S86D) képest. Mivel az 0Osszes S86 mutaciot tartalmazd phyB-t kifejez6 novény
fotomorfogenezise sériil, megallapitottuk, hogy a foszforilalt S86 dominansan felelds a
jelatvitel csillapitasaért, ¢s az NTE domén szomszédos szerinjeinek foszforilacidja elsésorban

kiegészitd ¢lettani szerepti.
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Célkituzések

PhyB foszforilacioja

Korabbi méréseink bebizonyitottak, hogy az NTE tobbi foszforilaciora képes szerin
aminosava fontos szerepet tolt be a hipokotilhossz kialakitasaban az S86 funkcigjat részben
modositva. Tovabbi mérésekkel fel szeretnénk térképezni ezeknek a mutacioknak élettani
hatédsait a mar vizsgalt ndvényvonalakkal.

A tervezett kisérletek a kovetkezok:

1. Hipokotilhossz mérés eltéré hdmérsékleten. Eddigi vizsgalédasunk 22 °C-on tortént. A
tovabbiakban 17 és 27 °C-on is megvizsgaljuk a novények fényvalaszat.

2. PhyB felhalmozddasa, sejtmagi komplexképzése. Korabbi kisérletek bebizonyitottak,
hogy a phyB esetén annal erdsebb a jelatvitel, minél erésebb a sejtmagi komplexekbe
rendezddés. Mikroszkopos mérésekkel ezeknek a csoportosuldsoknak a meglétét
szeretnénk vizsgalni.

3. Sziklevélméret meghatarozasa. A hipokotilhossz mérés mellett a sziklevélméret is egy
széles korben vizsgalt fenotipikus jelleg, mely a phyB jelatvitel erdsségét jol mutatja.

4. Hipokotilhossz mérés fénypulzusos kezeléssel. Feltételezésiink szerint a muténs
fitokromok altal kialakitott, fenotipusban megnyilvanul6 jelatvitel hatterében a phyB
Pfr forma stabilitésa all. Ezzel a méréssel a termalis reverzid erdsségét akarjuk vizsgalni,
azaz, hogy rovid, er6s megvilagitds utdn a sotétben milyen gyorsasaggal csokken a

Pft/Ptot ardny.
PhyA foszforilacioja

Kutatocsoportunk korabbi tomegspektrométeres mérései sordn azonositottunk
foszforilalddo szerin aminosavakat a phyA NTE és PHY doménjében. A kutatasunk célja, hogy
S-A ¢és S-D aminosaveserék segitségével eldallitott mutans phyA fehérjék segitségével
megvizsgaljuk, hogy ezeknek az aminosavaknak a foszforilacidgja milyen jelatviteli

valtozasokat okoz.
A tervezett kisérletek a kovetkezok:

1. Novényvonalak szelekcidja. Azonos mennyiségii PHY A-YFP kimérafehérjét kifejezo

vonalak kivalogatasa.
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. Kivalasztott ndvényvonalak fenotipizalasa: erds és gyenge tavoli vords fényben nott
csirandvények hipokotilhossz-mérése.

PHYA-YFP kimérafehérje fényindukalt lebomlasdnak megfigyelése kiillonbozo
megvilagitasi koriilmények kozott. Mivel a phyA egy fény hatasdra bomlo
receptorfehérje, igy a jelatvitel hatterében ennek bomlésa is fontos koriilmény.

. PHYA-YFP sejten beliili elhelyezkedésének vizsgélata. Kordbbi kisérletek
megmutattak, hogy a phyA megfeleld lokalizacidja sziikséges a megteleld jelatvitelhez.
Mikroszkopos  kisérlettel a  kiilonb6z6 mutans PHYA-YFP kimérafehérjék
lokalizaciojat szeretnénk nyomon kdvetni.

. PHYA-YFP mRNS szintjének mérése. A fehérjemennyiség kialakitdsdban a
transzkripcidonak is fontos szerepe van a fehérjelebomlas mellett. A kisérlettel azt
szeretnénk vizsgalni, hogy a fény milyen mértékben befolydsolja a transzkript

felhalmozodasat.
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Anyagok és modszerek

Novényvonalak szelekcidja

Az Arabidopsis thaliana phyA-201 és phyB-9 mutansat hasznaljuk, melyek rendre endogén,
vad tipust phyA-t vagy phyB nem tartalmaznak (Reed és mtsai., 1993). A munka megkezdése
elétt a transzgének bejuttatdsa ezekbe a mutansokba megtortént, és a ndvényvonalak elso,
vonalakat kerestiink, melyekben egy genetikai kopiaban tartalmazzak a transzgént. Ezt Ugy
mutattuk ki, hogy ezek a ndvényvonalak kovetik a mendeli 3:1 hasadast, azaz szelekcios
(higromicin 15 mg/ml) lemezen a csiranévények egynegyede elpusztul. Ezutan ezek a
higromicin-rezisztens csirandvényeket felneveltiik és a toliik gyiijtdtt magokat szélesztettiik
szelekcios lemezekre. Ekkor mar olyan névényeket kerestiink, amelynek az 6sszes utodja talélt

szelekcids taptalajon és ezeknek a magjaival, csirandvényeivel végeztiik a tovabbi kisérleteket.
Taptalaj: MS1 medium

Osszetevok 1 literhez:

e 4732 g MS (Murashige and Skoog medium) por
e 10 g szacharoz

e 10 g bakterioldgiai agar

e 5,6-5,8 pH bedllitas 1 M-os KOH oldattal

Csiranovények nevelése fehérjeizolalashoz

—

A vizsgéalni kivant ndvényvonalak magjait négy réteg desztillalt vizzel atitatott
szlirOpapirra vetettiik ki.

A magokat harom napon keresztiil 4 °C-on, s6tétben taroltuk.

7 oras fénykezelés, 22 °C-on, 100 pmol m s™! fényintenzitason (fehér fény).

Négy nap sotétben nevelés 22 °C-on.

wohk wD

A csirandvények Osszegyljtése zold (525 nm) biztonsagi fényben, 2 ml-es mikro
centrifuga csovekbe, melyek tartalmaztak 1-1 db 5 mm atmérd;jii tiveggolyot, folyékony

nitrogénben fagyasztas, tarolas -80 °C-on.
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Novényi ossz-fehérjekivonatok készitése

A fagyasztott mintakat razogépben (Retsch M301) razzuk 2 percig (30 1/s).

Minden 100 pg elporitott mintdhoz 150 pl 95 °C-os feltaropuffert adunk, majd 2 percig
inkubéljuk 95 °C-on [feltaropuffer: 50 mM Tris-HCI pH 6,8, 4 M urea, 2% natrium-
laurilszulfat (SDS), 20% glicerin, 100 mM ditiotreitol (DTT), 0,2% brémfenolkék]
Ujabb razas razogépben (2 perc, 30 1/s).

15 perc centrifugélas (20000 g) utan atszivjuk a feliiluszot steril 1,5 ml-es mikro
centrifuga csovekbe.

Tarolas -20 °C-on.

Fehérjemennyiség meghatarozasa amidofekete oldattal

1.

10 ul fehérjekivonatot 190 pl vizzel elkeveriink, majd hozzaadunk 800 pl
csapadékképzo oldatot [10% ecetsav, 90% metanol, 0,1% amidofekete festék]

20 percig centrifugaljuk (25 °C, 20000 g).

Eltavolitjuk a feliiliszot, majd a csapadékot 1 ml mosoé pufferrel [10% ecetsav, 90%
metanol] centrifugdljuk (25 °C, 10 perc, 20000 g), majd a csapadékot
szobahOmérsékleten megszaritjuk.

1 ml 0,2 M NaOH-ban feloldjuk a szaraz csapadékot.

Fotométerben 610 nm-en mérjiik a mintak optikai denzitdsat, melybdl kovetkeztetiink a

koncentraciojukra (3. abra).

0,8 Amidofekete kalibracio
0,7 -
0,6 -
0,5 -
204 -
503

y =0,0359x - 0,0213

et OD6G10

0,2
e |_inedris (OD610)
0,1
0 T T T 1
0.1 10 15 20 25
ug BSA

5. abra: Az amidofekete oldat kalibralisa névényi ossz-fehérjetartalom meghatirozasahoz. Ismert
toménységii bovine serum albumin (BSA) oldat fehérjetartalmat mértiik és a kapott értékeket abrazoltuk. A
mért pontokra illesztett linearis jelzi, hogy az oldat milyen koncentracido-tartomanyban hasznalhato, illetve az
egyenes egyenletével a mért optikai denzitasbol (ODgio) kiszamolhatd az ismeretlen fehérjeoldat
koncentracioia.
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Western blot hibridizalas

1. 10%-os akrilamid géleket készitiink (1. tabldzat), majd a gélelektroforézishez
futtatopufterbe [25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1% SDS] helyeziink.

Oldatok 10%-o0s Elvalaszto Oldatok Gyltijté gél
gél (10 ml) (3 ml)

Viz 4,0 ml Viz 2,1 ml

30% Akrilamid mix | 3,3 ml 30% Akrilamid mix | 0,5 ml

1,5 M Tris-HCI (pH | 2,5 ml 1,0 M Tris-HCI (pH | 0,38 ml

8,8) 6,8)

10% SDS 0,1 ml 10% SDS 0,03 ml

10% APS 0,1 ml 10% APS 0,03 ml

TEMED 0,004 ml TEMED 0,003 ml

2. tablazat. A munka soran hasznalt denaturalé akrilamid gél dsszetétele.
30% Akrilamid mix: 30% [w/v] akrilamid-bisz-akrilamid 37.5:1 oldat; APS:
ammonium-perszulfat; TEMED: tetrametil-etilendiamin.

2. A gélek minden zsebébe 20-20 ng fehérjekivonatot toltiink és molekulasuly marker
(Prosieve Quadcolor, Lonza) mellett futtatjuk dket.

3. A gélelektroforézist a gyiijté gélben 80 V-on, az elvalasztd gélben 120 V-on végezziik
(BioRad), mig a brémfenolkék ki nem fut a gélbdl (kb. 90 perc).

4. A blottolds soran az elvalasztott fehérjéket polivinilidén-difluorid membranra
(Immobilon) vissziik at, hideg (4 °C) transzfer pufferben [25 mM Tris-HCL, 192 mM
glicin, 20% etilalkohol, 0,15 % SDS], 2 6réan keresztiil, 100 V fesziiltségen.

5. Ezutan a membranokat 16 6rdn keresztiil 4 °C -on blokkoltuk 5% zsirszegény tejporral
kiegészitett mosopufferben [0,05 M Tris-HCl pH:7,4, 0,2 M NaCl, 0,05% Tween]
billegtetd platformon.

6. Miutan lemostuk a tejport (10 perc, mosdpuffer), 90 percig hibridizaltuk az elsédleges
ellenanyaggal [anti-GFP (Living Colors), 1:2000; vagy anti-aktin (Sigma), 1:10000],
mosopufferben. Ezutdn majd 4x10 percig mostuk a membranokat.

7. Ezutan 90 percig hibridizaltuk a masodlagos ellenanyaggal [Goat anti-mouse

(Invitrogen), 1:10000] moséputferben, majd 4x10 percig mostuk a membranokat.
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8.

Az el6hivas soran luminol:peroxid 1:1 ardnyu elegyét alkalmaztuk a gyartd utasitasait
kovetve (Millipore). A filterekr6l CCD kameraval (ORCA-II, Hamamatsu) olyan
digitalis felvételeket készitettiink, melyek nem tartalmaznak jel-telitett pixeleket.

A felvételeket Metamorph szoftverben (Molecular Devices) dolgoztuk fel, és végeztiik

el a fehérjesavok denzitometralasat.

A csiranovények hipokotilhosszanak, sziklevélméretének megallapitasa

(fenotipizalas)

1.

A kivalasztott novényvonalakat 9 cm atmérdjii miianyag Petri csészébe helyezett 4
réteg, desztillalt vizzel atitatott szlirGpapirra vetettiik.

3 napig sotétbe tettiik 6ket, 4 °C-ra, majd 7 6rdn 4t 22 °C-on, 100 pmol m? s’
fényintenzitason (fehér fény) kezeltiik oket.

A csirandvények 22 °C-on, 4 napig néttek az oszlopokba rendezett Petri csészéken ugy,
hogy phyA esetén tavoli vords (727 nm), phyB estén vords (660 nm) fény besugarzast
csak feliilrdl kaptak. Az oszlopba rendezéssel kiilonb6z6 besugarzott fénymennyiségen
neveltiik a novényeket ugy, hogy az oszlop tetejétdl az aljaig a fényintenzitas csokkent.
Ugyanezen a hdmérsékleten, fénytdl elzarva is neveltiink ndvényeket (sotét kontroll).
A csirandvényeket 1.5% agart tartalmazo lemezekre helyeztiik. Egy-egy vonalat egy
lemezre raktunk, igy 0ssze tudtuk hasonlitani, milyen mértékii a hipokotil megnyulas,
kiilonb6z6 besugarzasnal.

A lemezeket lapszkennerrel beolvastuk és az Imagel] szoftver (Schneider és mtsai.,
2012) segitségével egyenként megmeértiik minden csirandvény hipokotilhosszat. Az igy
kapott eredményeket Excelben Osszesitettiik, atlagot és standard hibat szamoltunk.
Kiszdmoltuk fényben nétt novények a sotét kontrollhoz viszonyitott relativ
hipokotilhosszat. Ezt ugy értik el, hogy az egy ndvényvonalndl minden egyes
fényintenzitason kapott hipokotilhossz-atlagértékeket a sajat sotét kontroll értékével

elosztottuk.

Lézerpasztazo konfokalis mikroszkopia

Mikroszkopos vizsgélatokhoz 4 napos, szlirOpapiron nétt csirandvényeket vizsgaltunk,

melyeket az abran feltlintetett ideig vilagitottunk meg a szintén az abran feltiintetett intenzitasu

fénnyel. Az YFP jel észleléséhez DMI6000 alapra épitett Leica SP5 AOBS 1ézerpasztazo
konfokalis mikroszkopot és HC PL APO 20x (NA:0.7) objektivet hasznaltunk (Leica) az alabbi
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szoftveres beallitasokkal: 400 Hz mintavételi sebesség; 3x vonalankénti atlagolds; 200 um

konfokalis apertura (pinhole); 514 nm-es gerjesztéfény; 545-582 nm tartomdnyra beallitott

detektor.

Kvantitativ RT-PCR

1.

A kivalasztott novényvonalakat 9 cm atmérdjii miianyag Petri csészébe helyezett 4
réteg, desztillalt vizzel atitatott szlirGpapirra vetettiik.

3 napig sotétbe tettiik 6ket, 4 °C-ra, majd 7 6rdn 4t 22 °C-on, 100 pmol m? s’
fényintenzitason (fehér fény) kezeltiik oket.

A csirandvények 22 °C-on, 4 napig néttek 20 pmol m s tavoli vords (727 nm)
fényben, illetve sotétben, majd folyékony nitrogénben lefagyasztottuk oket.

A fagyasztott mintdk RNS tartalmat RNS izolalo kittel kivontuk a gyartd utasitasait
kovetve (Macherey Nagel).

Nanodrop 1észiilékkel (Eppendorf) RNS koncentraciot mértiink, majd 1 pg-ot
hasznaltunk fel cDNS készitéséhez. Ehhez a RevertAid First Strand cDNA Synthesis
Kit-et hasznaltuk és a gyarté (Thermo Scientific) utasitasait kovettiik

A cDNS irdshoz PCR késziiléket (Thermo Scientific) hasznaltunk az alabbi programot
futtatva: 5 perc 25 °C, 60 perc 42 °C, végiil 10 perc 70 °C.

Ezutan a mintdkat Otszorosére higitottuk vizzel és Gsszemértiik az RT-PCR tobbi
reagensével (mintanként: 7.5 pl SYBR-green (Bio-Rad), 4.5 pl viz, 1.5 ul génspecifikus
primerpar (3-3 uM, 1.5 ul cDNS minta).

Az RT-PCR reakciot az 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems)
berendezésen végeztiik az alabbi programot hasznalva: 60 s 95 °C, ezutan 40x ismételve

az alabbi ciklust: 155 95 °C; 155 60 °C; 60 s 72 °C.

A kisérlet soran a YFP-t, illetve a tubulin-t (TUB) detektaltuk. Kiértékeléskor a YFP jelet

a TUB jelre normalizaltuk, majd a tavoli voros kezelés, illetve sotét kezelés hatasara

kialakult relativ értékeket kétmintas t-proba segitségével elemeztiik.
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Eredmények és értékelésiik

A phyB foszforilacidja

Fenotipizalas eltéré homérsékleten

Az altalunk korabban vizsgalt (1. 1. tablazat az ,Eddigi eredmények” cimili fejezetben)
kiilonb6z6é phyB-YFP kimérafehérjéket kifejez6 ndvényvonal hipokotilhosszat azonos

fényintenzitas-tartomanyban, de eltéré hdmérsekleti koriilmények kozott mértiik meg (6. dbra)
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6. abra: Transzgénikus névények relativ hipokotilhossza voros fényintenzitas fiiggvényében.
4 napon keresztiil neveltik a kiilonb6z6 PHYB-YFP valtozatokat a phyB-9 mutans hattérben
kifejez6 csirandvényeket kiillonbozé homérsékleten, eltérd intenzitasu vords fényben, majd a mért
hipokotilhossz értékeket az adott vonal sotétben mért értékeire normalizaltuk. A hibasavok
standard hibat jeldlnek (n> 30). A 22°C-os diagram az eddigi eredmények részbdl, szerkesztve.

Mindhérom esetben a fekete szaggatott vonallal jel6lt transzgénikus vad tipustt (WT) gorbéhez

viszonyitunk ¢és az alabbi megtigyeléseket tettiik:

(1) A hiperszenzitiv fenotipust mutatd6 SA-S86A vonal az 6sszes hdmérsékleti kezelés esetén
erds hipokotilmegnyulas gatlast mutat, azaz a hdmérséklet emelése alig befolyasolja a jelatvitel
hatékonysagat. A mérésbol kirajzolodik az is, hogy a hdmérséklet emelése alapvetden
érzéketleniti a rendszert, mivel a fitokromok Pfr formai termodinamikailag instabilak és a
termalis reverzi6 gyorsul magasabb homérsékleten igy képes a phyB hd-szenzorként is
miikddni. (Legris és mtsai., 2016). A hdmérséklet novekedése tehat egyre tobb aktiv allapota
fitokromot von ki a rendszerbdl, igy az altaluk inditott jelatvitel erdssége is csillapodik, viszont
az SA-S86A valtozat Pfr konformerje annyira stabil magas hdmérsékleten is, hogy a jelatvitel

erdssége alig csokken az alacsonyabb hdmérséklethez képest.

(i1) Tovabb elemezve az adatainkat megallapithatjuk, hogy az SA-S86D vonal 22 és 27 °C-on
hiposzenzitiv fenotipust mutat, viszont alacsonyabb hdmérsékleten 17 °C-on mar a vad tipust
phyB-hez hasonl6 jelatvitelt képes vezérelni, mig az S86D nem. Ebbdl arra kdvetkeztetiink,
hogy alacsonyabb hémérsékleten az NTE legelejének defoszforilaltsaga képes ellenstulyozni az
S86-0s pozicid foszforilaltsagat. Egy friss tanulmany felfedte a phyB nativ térszerkezetét (Hua
¢s mtsai 2022). Itt kirajzolddik, hogy az altalunk vizsgalt NTE régié annak ellenére, hogy a
fehérjeszekvencia elején talalhato, természetes konformacioban a GAF doménhez és az itt
csatlakozo6 kromoforhoz is kozel kertil, ami arra enged kovetkeztetni, hogy amennyiben ennek

foszforilaltsagi allapota megvaltozik, az kdzvetlen hatassal lehet a fényérzékelésre.

(ii1)) Amennyiben viszont az dsszes vizsgalt szerin foszforilalt (SD-S86D), ugy a fenotipus ilyen
koriilmények kozott is erds hiposzenzitivitast mutat vords fényben, ezt a gyenge valaszt a

hémérseklet csokkenése sem tudja ellenstlyozni.

Sziklevélméret meghatarozasa

Egy masik informativ, a fotomorfogenikus fejlodést jellemzd fenotipikus bélyeg a
csirandvények szikleveleinek mérete. Ez a morfologiai jegy a hipokotilhossz valtozasaval
ellentétes ,,irdny” valtozéas segitségével mutatja a fitokrom rendszer hatékonysagat. Minél

nagyobb a fényben nétt novény sziklevele, annél erdteljesebb a csirandvényben lejatszodo
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fényindukalt jelatvitel. Amennyiben a sziklevelek kicsik maradnak a megvilagitas ellenére, ugy
az gyenge fényérzékelésre utal. Mérésiink sordn a vad tipussal és az S86A vonallal vetettiik

Ossze a két legjellegzetesebb mutans vonalat, az SA-S86A-t és az SD-S86D-t (7. abra).
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7. abra: Transzgénikus névények relativ sziklevélmérete voros fényintenzitas fiiggvényében.
4 napon keresztiil neveltiik a kiilonb6z6 PHYB-YFP valtozatokat kifejez6 csirandvényeket
kiilonboz6 homérsékleten, kétféle intenzitasti vords fényen és értékeket az adott vonal sotétben
mért értékeire normalizaltuk. A hibasavok standard hibat jelolnek (n> 20).

A mérésbdl kitlinik, hogy az SA-S86A Iényegesen nagyobb sziklevélmérettel bir a vad
tipushoz képest, mig az SD-S86D a vad tipusnal is kisebb sziklevélmérettel rendelkezik. Az
SD-S86D novények relativ sziklevélmérete alig nagyobb az 1-es értéknél, azaz alig nott
nagyobbra, mint a teljesen sotétben fejlodd kontroll. Jol 1atszik az is, hogy az SA-S86A az
S86A mutaciot hordozo vonalnal is hatékonyabb fotomorfogenezist idéz eld. Ez a
megfigyelés tehat megerdsiti a korabbi hipokotilméréssel végzett fenotipus vizsgalataink

eredményét.
Novénynevelés voros fénypulzus kezeléssel

Az eddig kozzétett megfigyelések alapjan azt feltételeztiik, hogy a phyB NTE
doménjének a foszforiladcidja a phyB termalis reverzidjanak sebességét valtoztatja meg, ezaltal
finomhangolja a fényszabalyozott jelatvitelt (Medzihradszky és mtsai., 2013; Viczian és mtsai.,
2020). Ezt egy olyan kisérlettel tudjuk tesztelni, melyben a ndvényeket sdtétben neveljiik, de
1d6kozonként rovid, erds és gyenge vords fénypulzusokkal viladgitjuk meg Oket. A pulzusok
hatasara kialakul az adott intenzitasra jellemz6 Pfr/Ptot arany. A pulzus utdni a sotét szakaszban

a Pfr inaktivalodik, azaz visszaalakul Pr formava a termalis reverzid révén. A kisérlet végére
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kialakul6 hipokotilhossz a pulzusok k6zott fennmaradé a Pfr konformacioja phyB stabilitasan

mulik (8. abra).
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8. abra: Transzgénikus névények relativ hipokotilhossza eltéré voros fényintenzitasu 1
perces fénypulzus, majd 6 ora sotét kezelés fiiggvényében. 4 napon keresztiil neveltiik a
kiilonb6z6 PHYB-YFP valtozatokat kifejez6 csirandvényeket tobbféle intenzitasu vords fény
pulzus, majd 6 ora sotét kezelésben és értékeket az adott vonal sotétben mért értékeire
normalizaltuk. A hibasavok standard hibat jelolnek (n> 30).

Ahogy a 8. abran is latszik a lilaval jelolt SA-S86A vonal reagalt a legérzékenyebben a
fényre, a fekete szaggatott vonallal jelolt vad tipushoz képest. Ebbdl az latszik, hogy ennek a
nem foszforilaléddé mutadnsnak a legstabilabb a Pfr formdja, azaz a 6 6ra sotét kezelés alatt ebben
a vonalban volt a legtovabb aktiv a jelatvitel a lassti termdlis reverzid miatt. Enyhe
hiperszenzitivitast mutat a pirossal jelolt S86A kontroll vonalunk, azaz ebben a vonalban is
tovabb maradt aktiv a jelatvitel. A kékkel (S86D) ¢s zolddel (SD-S86D) jelolt foszforilaciot
mimikalé mutansok ilyen koriilmények kozott is hiposzenzitiv fenotipust mutatnak, ami arra
enged kovetkeztetni, hogy a foszforilaci6 destabilizélja a Pfr format, azaz a s6tétben gyorsabban

lezajlik a termalis reverzid, ami a jelatvitel leallasat okozza.

Sejtmagi komplexekbe rendezodés

Korabbi kutatasok bebizonyitottdk, hogy a phyB altal inditott jelatvitel erdssége
Osszefliggést mutat az altala formalt sejtmagi komplexek kialakuldsaval (Kircher és mtsai.,

2002). Az altalunk Ilétrehozott mutans phyB fehérjékhez hozzdkapcsoltunk egy YFP
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jeloléfehérjét és ezeket a kimérafehérjéket fejeztettik ki phyB-9 hattérben. Ezaltal
detektalhatova valtak és 1ézerpasztazo konfokalis mikroszkoppal vizsgéalni tudjuk a sejten beliili

elhelyezkedésiiket (9. abra).

Sotét erds voros fény gyenge voros
22°C fény 27°C

WT

S86A

S86D

SA-S86A

SD-S86D

30 uym

9. abra: A kiilonb6z6 PHYB-YFP valtozatok lézerpasztazé konfokalis mikroszkoppal
észlelve az eltéroen fénykezelt n6vényekben. 4 napon keresztiil neveltiik a kiilonb6zé PHYB-
YFP valtozatokat kifejezé csirandvényeket sotétben, eltéré hémérsékleten, majd 6 ora erds (50
pmol m? s') vagy gyenge (1 pmol m? s') vords fény kezelés utan 1ézerpasztazd konfokalis
mikroszkoppal detektaltuk a YFP jelet.
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A sotét kontrollokban nem tudtunk megfigyelni egyik esetben sem sejtmagi komplexeket,
ezekben az esetekben nem aktiv a jelatvitel. 6 6ra erés (50 pmol m? s™') megvildgitas hatasara
22 °C-on (maximalis Pfr/Ptot arany a WT phyB esetében) a WT, az S86A ¢és az SA-S86A
vonalnal tapasztalunk sejtmagi komplexképzddést, viszont a foszforildcidt utanzé vonalaknal
(S86D, SD-S86D) ez a jelenség elmarad. Ez az eredmény 6sszhangban van az eddigi fenotipus
mérésekkel, azaz ezeknél a vonalaknal gyengébb a phyB altal inditott jelatvitel. Ezenttl
kivancsiak voltunk még arra, hogy az erdsen hiperszenzitiv SA-S86A vonal mutat-e eltérést
komplexformalas tekintetében olyan koriilmények kozott, amikor 1ényegesen alacsonyabb a
Pfr/Ptot hanyados értéke. Mivel ez a vonal egy kordbbi kisérletiinkben 27 °C-on, gyenge
fényben is erds fotomorfogenezis mutatott alacsony fényintenzitason (1 pmol m? s™!) (6. abra,
3. diagram), igy ezt a kisérletet is ilyen koriilmények kozé terveztiik. Ahogy a 9. abra utolso
oszlopa is mutatja, csak az SA-S86A mutans képes 27 °C-on, alacsony fényintenzitason kialakit
sejtmagi komplexeket kialakitani, a WT és az S86A mar nem. Ebbdl arra kdvetkeztetiink, hogy
az SA-S86A konstrukcionak nem csak a Pfr forméja stabilabb, hanem a sejtmagi komplexei is
stabilabbak, melyek alatdmasztjdk ennek a vonalnak az erds ¢s hatékony jelatvitel

kovetkeztében kialakulod fenotipusat.
A phyA foszforilacidja

Transzgénikus novényvonalak szelekcioja

Kisérleteinkben egy PHYA promoterbdl, egy mutdciokat tartalmazdé PHYA, egy hozza
kapcsolt YFP kodolo régokbol és egy NOS terminator régidobol 4lld transzgént fejeztetiink ki
phyA hianyos novényekben. Ahhoz, hogy a fotomorfogenikus valasz mértéke és az ezek
vizsgélataval foglalkoz6 kisérletek eredménye Osszevethetd legyen egymassal, olyan
ndvényvonalakat kell kivalogatnunk, melyek azonos szinten fejezik ki az eltéré PHYA-YFP
valtozatokat. Ezért fiiggetlen transzformansok kimérafehérje-tartalmat hataroztuk meg Western
blot hibridizacioval. A 10. abran talalhatd tablazatban az altalunk vizsgalt ndvényvonalak
mutans kimérafehérje tartalma, mutaciok soran megvaltoztatott aminosavai, elnevezései és

ezek roviditései is megtalalhatok.
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Muténs konstrukciok neve, zaréjelben a Roviditett Relativ
vonalszam elnevezés expressziés
szint
1 PHYA(S552/553A)-YFP (#18/9) 2xA 251
2 PHYA(S2/9/13A)-YFP (#20/11) 3xA 183
102 3 4 5 6 7 8 9 3 PHYA(S2/9/13D)-YFP (#10/5) 3xD 206
anti-YFP ———— — T — —
T—— 4 PHYA(S2/4/9/10/13A)-YFP (#7/2) 5XA 219
5 PHYA(S2/4/9/10/13D)-YFP (#13/9) 5xD 261
BNH-ACTIN  ———— e ————
6 PHYA(S2/4/9/10/13/552/553A)-YFP (#3/3) SmindA 168
7 PHYA(S2/4/9/10/13/552/553D)-YFP (#1/1) SmindD 213
8 PHYA(D422R)-YFP (#5/23) DR 79
9 PHYA-YFP WT 100

10. abra: A Kkiilonboz6 PHYA-YFP kimérafehérje valtozatokat kifejezé transzgénikus
vonalak Osszehasonlitasa. 4 napon keresztiil neveltiik a kiilonb6z6 PHYA-YFP valtozatokat
kifejez6 csirandvényeket sotétben, majd a beldliik késziilt 6ssz-fehérje kivonatokat western blot
eljaras utan anti-GFP és anti-actin ellenanyaggal tettiik lathatova. A kapott anti-GFP jelet az anti-
actin jelre normalizaltuk, majd a WT-t vettiik 100%-nak és a tobbi jelet ehhez viszonyitottuk.

A 3xA, 3xD, 5xA, és 5xD mutans vonal csak az phyA NTE régidjadban tartalmaz defoszforilalt,
illetve foszforilaciot utdnz6é mutaciokat. A 2xA csak a PHY doménben tartalmaz
defoszforilaciét utdnozd mutéaciot. Az SmindA ¢és SmindD vonal egyiittesen tartalmaznak
mutaciokat az NTE-ben is a PHY régidban is. A gélképbdl €s a relativ expresszids szintekbol
1s kitlinik, hogy ezek a kivélasztott transzformansok kézel azonos mértékben fejezik ki a mutans
PHYA-YFP kimérafehérjéket igy a késObbiekben vizsgalni kivant fotomorfogenikus valasz

mértéke a bejuttatott mutans phyA-tdl fiigg és nem a receptorfehérje mennyiségétol.

Fenotipizalas tavoli voros megvilagitassal

A rendelkezésre allo fitokroém mennyiségnek egy kis része tavoli voros fényben (727
nm) is képes aktiv, Pfr konformaciot formalni. A legtobb fitokrom esetében (phyB-phyE) ez a
kis mennyiségli Pfr nem képes aktiv jelatviteli kaszkadokat inditani, viszont a phyA igen (Nagy
¢s Schéfer 2002). Azért, hogy a tobbi fitokrém hatasa ne érvényesiiljon a fotomorfogenikus

valaszban a phyA vizsgalatara végzett kisérletekben tavoli vords kezelést alkalmazunk. A
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csirandvényeket sdtétben, illetve erds (20 pmol m?2s™) tavoli vords fényben neveltiik, majd a

hipokotiljuk hosszat megmértiik (11. 4bra).
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11. abra: A panel: Eltéré konstrukciokat kifejezé csiranovények képei 4 napos tavoli voros,
illetve sotét kezelés utan. 4 napon keresztiil neveltik a kiilonboz6 PHYA-YFP valtozatokat
kifejezd csiranovényeket tavoli vords fényben, illetve sotétben, majd a csirandvényeket
lefotoztuk.

B panel: A kiilonb6zé PHYA-YFP verziokat kifejez6 csiranovények hipokotilhossza tavoli
voros fény besugarzas fiiggvényében. 4 napon keresztiil neveltik a kiillonb6zé6 PHYA-YFP
valtozatokat kifejez0 csirandvényeket tavoli voros fényben, illetve sdtétben, majd a csirandvények
hipokotilhosszat megmértiik. A fényben nétt névények hipokotilhosszat az adott vonal s6tétben
meért atlagértékére normalizaltuk, majd abrazoltuk. A vonalak részletes leirasa a 10. abran lathato.
A hibasavok standard hibat jel6lnek (n>30).
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A pirossal jelolt phyA-201 vonal nem tartalmaz phyA-t, a sotét kontrollhoz képest nem rovidiil
tehat teljesen érzéketlen a tavoli vOrds besugarzasra. Lefutasa azt is mutatja, hogy ezen a
kisérleti koriilményen a phyA-n kiviil mas fitokrom nem vezérel olyan jelatvitelt, ami a
hipokotilhosszt befolyasolja. A Ler jol mutatja a tdvoli vords altali rovidiilést, mig ezt a
jelenséget a vad tipusat PHYA-t a phyA4-201 hattérben kifejezd vonal (WT) csak részben
komplementalja. A vilagos zdlddel jelolt SmindD vonal hipokotilhossza a phyA mutdnséhoz
hasonlit, ami arra utal, hogy kivélasztott aminosavakon a foszforilaci®é mimikalasa teljesen
érzéketleniti a phyA-t, inaktiv a jelatvitel. Az NTE-ben tortént mutdciok hatasara
megfigyelhetd, hogy amennyiben ezek foszforilaciot mimikalnak (5xD), ugy gyengébb, mig,
ha defoszforilaltak (5xA), ugy erdsebb a fényvalasz egymashoz viszonyitva, gyenge fényben.
Sériilt a fényvalasza mind az SmindA mind a 2xA vonalnak is. Ennek hatterében a PHY
régidban tortént mutacid allhat. Mivel jelentds kiilonbséget nem latunk a 2xA és az SmindA
kozott, igy megfigyelhetd, hogy a fényérzékelést segité defoszforilaciot utanzé6 NTE mutaciok
nem képesek ellensulyozni a PHY doménben létrehozott mutdciok hatasasat. Amennyiben
ezeket a pozicidkat megvaltoztatjuk, ugy sériil a fényérzékelés és ezaltal a jelatvitel is. Az
SmindA-t meg az SmindD-t dsszevetve viszont kitlinik, hogy amennyiben az NTE-ben és a
PHY doménekben is foszforilaciét mimikaldé modositast hajtunk végre, ugy teljesen elmarad a
fotomorfogenikus valasz, phyA hidnyos, etiolalt fenotipust kapunk. Osszességében ezen
konstrukciok kozil a PHY domént megvaltoztatd valtozatok (2xA, SmindA, SmindD)
modositjak legjobban a fényérzékelést, igy a fotomorfogenikus valasz kialakitasaban is ezek a

poziciok a legfontosabbak.
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Fehérjebomlas sebessége

A phyA-ra jellemz6 fényérzékelési mintazat kialakitasaban (pontosabban a tavoli vords
fényben torténd fényérzékelésben) nagy szerepe van a phyA fényindukalt lebomlasanak
(Rausenberger és mtsai, 2011). Ebben a kisérletben arra voltunk kivancsiak, hogy az altalunk
létrehozott mutaciok mennyire befolyasoljak a phyA stabilitasat fényben. A 4 napos sotétben
nétt csirandvények nevelésének végén eltérd hosszusagt voros, illetve tavoli vords kezelést
alkalmaztunk. fgy a fényben torténdé bomlas sebességét képesek voltunk megmérni western blot

segitségével (12. abra).
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12. abra: Kivalasztott transzgénikus novényvonalak kimérafehérje szintjének fogyasa
megvilagitas hatasara. 4 napon keresztiil neveltiik a kiilonb6zé6 PHYA-YFP valtozatokat
kifejez6 csirandvényeket sotétben, majd a novénynevelés végén eltérd hosszusagl tdvoli voros
(FR, 20 umol m?s™!, A panel), illetve vords (R, 50 umol m?s™!, B panel) kezelést alkalmaztunk.
A ndvényi mintakbol késziilt ssz-fehérje kivonatokat western blot eljaras utan anti-GFP és anti-
aktin ellenanyaggal tettiik lathatova. A kapott anti-GFP jelet az anti-aktin jelre normalizaltuk,
majd a sdtétben nétt kontrollokat vettiik 100%-nak és a tobbi jelet ehhez viszonyitottuk.

Minden mérésnél a transzgénikus, vad tipusu PHY-YFP-t kifejez6 csirandvényekhez (WT)
viszonyitottunk. A tavoli vords kezelés hossza 1, 2 és 3 nap volt (12. abra, A panel). Ilyen
koriilmények kozott az SxA valtozat a leginstabilabb a mutans valtozatok koziil, ugyanolyan
mértékben degradalodik, mint a WT. Az 5xD ¢€s SmindA valtozatok lassabban fogynak a WT-
hez képest tavoli vords fényben, mig az SmindD Iényegében stabil, nem csokken a mennyisége
ilyen koriilmények kozott. Vords fényben (12. 4bra, B panel) rovidebb megvilagitast
alkalmaztunk mivel ebben az esetben 1ényegesen gyorsabb degradaciora szamitottunk. A WT
¢s az NTE mutansok (5xA, 5xD) mar 12 ora vords fény hatdsara is szinte teljesen elbomlottak,
viszont az SmindA és SmindD véltozatok sokkal stabilabbnak bizonyultak. FErdekes
ellentmondasnak tlinik, hogy ezek vonalak sokkal hiposzenzitivebb fenotipust mutatnak, mint
az NTE mutansok, de mégis stabilabb a benniik 1év6 fehérjevaltozat. Ez arra utal, hogy a phyA
funkcidja ugyan sériil ezeknek a mutacioknak koszonhetden, de a ndvényekben mégis
felhalmozodik - a minden bizonnyal inaktiv - phyA fotoreceptor. A jelenség hatterében a
mutans phyA valtozatok megvaltozott sejtmagi importja, illetve a sejtmagban kialakulé egyéb
transzkripcids faktorokkal vald kolcsonhatds erdssége allhat. A késdbbiekben ezeket a

lehetdségeket szeretnénk vizsgalni.
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Intracellularis lokalizacio

A phyA helyes jelatviteléhez fontos a phyA megfeleld sejten beliili elhelyezkedése. A
phyB-vel ellentétben itt nem a csak a sejtmagban detektalhat6 a jel, hanem a citoplazméban is,
mert a phyA a citoplazmdban is képes feldusulni. A hatékony jelatvitel elinditasat viszont a
sejtmagi importja utan fogja elinditani a receptor, igy kisérletiink soran is ezt akartuk detektalni
(13. abra).

Sotét 10 perc fehér
fény

o . .

13. abra: Transzgénikus novények lézerpasztazo konfokalis mikroszkoppal készitett képe
eltéré novénynevelési koriilmények kozott. 4 napon keresztiil neveltiik a kiillonbozé PHY A-
YFP valtozatokat kifejez6 csirandvényeket sdtétben 22 °C-on, majd a kezelés végén 10 perc fehér
fény (50 umol m?2 s kezelés utan 1ézerpasztazd konfokalis mikroszkoppal detektaltuk a YFP
jelet.

WT

SmindA

5xA

5xD

Az 0sszes vonal esetében, sotétben gyenge sejtplazmas jelet lathatunk. 10 perc megvilagitas
utdn a sejtmagban is kimutathato az YFP jel a WT vonalnal. Hasonloképpen, a két NTE muténs

(5xA, 5xD) esetén jol lathaté a megvilagitds hatdsara a sejtplazmas jel mellett megjelend
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sejtmagi jel is, tehat az NTE modositasa nem valtoztatja meg a phyA sejtmagi importjat. Az
alkalmazott 10 perc megvilagitds utan az SmindA phyA véltozat sejtmagi importja is
megfigyelhetd. Az SmindD esetében viszont egyaltalan nem észleltiink sejtmagi importot, ami
arra utal, hogy ez a foszforilacidt utanzé phyA nem képes bejutni sejtmagba, (13. dbra). Ez a
jelenség magyarazhatja ezeknek a novényeknek a sériilt fotomorfogenezisét (11. é&bra).
Adataink arra utalnak, hogy a phyA sejten beliili elhelyezkedését kivaltd okokat tovabb kell
vizsgalni, mert magyarazatot adhatnak a megvaltoztatott foszforilacioju phyA valtozatok altal

iranyitott fotomorfogenikus valaszokra.

PHYA-YFP mRNS felhalmozodasa tavoli voros fényben és sotétben

Azt figyeltiik meg, hogy fénykezelés hatdsdra a mérhetd kimérafehérje mennyisége
kiilonboz6 képpen csokken a kiilonbozo transzgénikus ndvényvonalakban, mikdzben sotétben
azonos mennyis€¢gli PHY A-YFP-t tartalmaznak (12. abra). Leginkdbb az SmindD vonal tér el
a tobbitdl, ugyanis ebben tavoli voros fényben nem tapasztaltunk csokkenést a megvilagitas
hatésésra (12. dbra, A panel). Annak ellenére, hogy a PHYA fényben bekdvetkez6 lebomlasa a
jelatvitel fontos 1épése, a jelenség hatterében az mRNS szint valtozasa is allhat (Rausenberger
¢és mtsai, 2011). Ezért kvantitativ RT-PCR segitségével megvizsgaltuk, hogy sotétben, illetve
tavoli voros fényben hogyan alakul a PHY A-YFP-t kodolé mRNS szintje (14. abra).
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14. abra: A kiilonb6z6 PHYA valtozatokat Kifejez6 transzgénikus névényekben mérhetd
PHYA-YFP mRNS mennyisége. A fekete oszlopok (D) a 4 napig sotétben, mig a piros oszlopok
(FR) a 4 napig tavoli vords fényben (20 umol m? s™!) nétt csirandvények relativ PHY A-YFP
mRNS szintjét abrazoljak (a tubulinhoz viszonyitva). A hibasavok standard hibat jellnek (n=9).

srer

(p<0,05 szignifikans kiilonbség).
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A WT, 5xA, 5xD és az SmindA vonalak esetében szignifikans eltérést tapasztalunk (p<0,05) a
sOtétben ¢€s a tavoli vords fényben nétt novények kozott, amely mutatja, hogy a 4 napos tavoli
voros kezelés csokkenti a PHYA-YFP transzkript szintjét. Ezek a vonalak ilyen koriilmények
kozott mutatnak fotomorfogenikus valaszt (11. abra), illetve a kimérafehérje a sejtmagban
feldasul (13. abra). Az SmindD vonal esetében nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a
sOtétben ¢€s tavoli vordsben nétt novények PHYA-YFP mRNS mennyiségében. Ebben a
vonalban sériilt a fényvélasz (11. abra) és a sejtmagi import is (13. abra). Osszevetve az SmindD
kimérafehérje mennyiségével tavoli vordsben (12. abra, A panel) valosziniisithetd, hogy a
fényben detektalt magas fehérjeszintet magyarazza az emelt mRNS szint. A jelenség hatterében
az allhat, hogy az SmindD esetében létrehozott mutaciok mar olyan mértékben moddositjak a
receptor miikodését, hogy funkciodja tavoli vords fényben erdsen sériil, nem jut be a sejtmagba,
nem alakitja ki a jelatvitelhez sziikséges kolcsonhatdsokat mas faktorokkal, igy a sajat
transzkripcidjat sem tudja szabalyozni. Ezek a foszforilaciot utanzo mutdciok egy tavoli vords
fényben funkcidképtelen phyA valtozatot hoznak létre, ami megmagyarazza, hogy miért mutat

azonos fenotipust a phyA hidnyos mutanssal (11. dbra).
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Osszefoglalas

A munkank soran a fitokrom A és B foszforilacidjanak élettani hatasat vizsgaltuk. A
phyB esetében a korabban megfigyelt fenotipusos valaszok okait kerestiik. Megfigyeltiik, hogy
az SA-S86A vonalunk magas homérsékleten is nagy fokl fényérzékenységet mutat, rdadasul
fénypulzusos megvilagitas alatt is jol miikodik, ami arra enged kovetkeztetni, hogy ennek a
phyB véltozatnak nagyon stabil a Pfr formdja mind s6tétben, mind magas hémérsékleten.
Meglepd tjdonsag volt az, hogy alacsony homérsékleten (17 °C) a phyB NTE legelejének
defoszforilacioja ellenstlyozni tudja az S86 foszforilaltsagat (SA-S86D). Ennek tovabbi
vizsgélata a Pfr forma eddig nem ismert hdmérsékletfiiggd stabilizalasi mechanizmusara vethet

fényt.

Méréseink megmutattdk, hogy a phyA eset¢ben az NTE domén altalunk vizsgalt
aminosavainak foszforiladcidja nem valtoztatja meg jelentdsen a receptorfehérje funkciojat,
viszont amennyiben a PHY doménben 1évé aminosavaknak valtozik meg a foszforilacios
allapota, az mar markans jelatviteli valtozasokat indukal. A leglatvanyosabb valtozasokat a
jelatvitelben akkor tapasztaltuk, amennyiben foszforilaciot utanzo mutaciokat idéziink eld, ami
a phyA funkcidjanak erdteljes sériilését okozza (SmindD). Sejtmagi importja sériil, nem képes
gatolni a hipokotil megnyulasat, valamint az mRNS szintje sem csokken le. Mivel ennek a
phyA valtozatnak a stabilitasa fényben magasabb, mint a vad tipusué, valdsziniisithetjiik, hogy
a valtozas oka nem a jelatvitel szamara elérhetd receptorfehérje mennyiségének elégtelensége.
Jovobeli terveink kozott szerepel ennek a jelenségnek a feltarasa kiillonds tekintettel a phyA

sejtmagi importjaban részt vevo fehérjepartnerekkel torténd kdlesonhatdsanak vizsgalatara.
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