SZEGEDI TUDOMANYEGYETEM

Termeészettudomanyi és Informatikai Kar

Noveénybioldgia Tanszék

37. OTDK

Az UVRS fotoreceptor foszforilaciojanak élettani hatasai Arabidopsis thaliana
csirandvényben

Sipos Lilla
Biologus MSc.
N&venybioldgia specializacid

Témavezet6: Dr. Viczian Andras, tudomanyos fémunkatars, HUN-REN Szegedi Biologiai

Kutatékozpont

Bels6 konzulens: Dr. Szepesi Agnes, egyetemi adjunktus, Szegedi Tudomanyegyetem TTIK,
Novenybiologia Tanszék

Szeged
2024



Tartalomjegyzék

1. ROVIAItESEK JEGYZEKE....covviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciiiiiitnntnsnessssnassseesrsrnr e ee e e e e e e s e s e s s s s s s s s e seseseaes 2
0 T 7 3
2.1. Fotoreceptorok @ NOVERYERDEN ............c.ccueeeueeieirieiieiisiteieiesie sttt ettt 3
2.2. Az UV-B sugarzas és az UV-B fotoreceptor QZONOSTEASA ........ccveceeuesivesiesieesiesiiesieseesisseesiessessessessssssessens 3
2.3, UVRE FOCEPIOT ..ottt ettt ettt ettt ettt s et s bt e bt s se e st e st e s st e s abe e s atesaseessteeseenaseebeanane et 4
2.3.1. UVRS receptor szerkezete €8 MUKOAESE.....evuvirrirriiririieieiieierieeeeseeetese et eie e siessee e essesaeenseseeenes 4
2.3.2. UVRS receptor altal irAnyitott JEIATVILEL.......covrirriiririireee et nee s 5
2.3.3. UVRSE receptor fOSZIOTTIACIO A ..euverveeriiiiiieiiie ettt sttt sttt sba e st saae st e satesbee e 7

3. Elozetes eredmeEnyeink........cccocvuuuemeemmenmnememememimiieiieiiiiiiiiieiiiiiiiiiiieiesisisiiiisissssssssssssssssssssssssssssssssns 8
O 3 | QT 775 Y- 9
5. AnYagok €S MOUSZEIEK........uuuuuuuuuuuuennunneniniiiniiiiiiiiitiiieeiieiierereeie i sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 10
5.1. A ViZSGAt NOVERYVONAIAK ...ttt ettt ettt ene e 10
5.2. Csiranovények nevelése western-blot QRALIZISHEZ ...........cc.coeeueeeeseieeesiieiesteseese et 10
5.3. A csiranovények hipokotilnOSSZANAK MEFESE .........c.ceeerueeiesieeiieiieiieeest ettt 11
5.4. Novenyek nevelése és kezelése ,,szemi-nativ”’ western blot analiziShez...............cceeevveevesveescesceesieneenien. 12
5.5, MINEASZEAES ...ttt ettt ettt ettt ettt eat ettt et e ae ettt e te et e teenenaeea 12
5.6. Denaturalt fehérjekivonat kéSziteSe CSIANGVENYDOL...........coeeueveeiieieieiisteeseee ettt 12
5.7. Fehérjeszint meghatarozas amidofekete OldQttal.................occcoeveeevuiniinieiiiieieieieieieiseieese e 13
5.8, WESLEIN DIOt ARALIZIS ...ttt ettt ettt st a sttt e s ae e te st ete st e stasseentesasanseens 13

IR N2 LT 71 A Y Xy =) 1 ) (o) S 15

(O D T D111 18
7. AZ eredmények ErteKel€Se ......ccovrirmmmuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinrrrress s e esaaa s s s s e 26
B B 0T BT 0] 11 7<) < 29
10. KOSZONetnYIIVANIEAS ..ccovvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeseeeesreere e eeeeeeeesesssessssssssssssane 32



1. Roviditések jegyzeke

Arabidopsis Medium AM
CHALCONE SYNTHASE CHS
CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1 COP1
Dithiotreitol DTT
ELONGATED HYPOCOTYL 5 HY5
HY5 HOMOLOG HYH
REPRESSOR OF UV-B PHOTOMORPHOGENESIS RUP
Sodium Dodecyl Sulfate SDS

UV RESISTANCE LOCUS 8 UVRS



2. Bevezetés

2.1. Fotoreceptorok a ndvényekben

A novények helytiil6 életmodjukbol adddoan folyamatosan kitettek a kiilonbozo
kornyezeti hatdsoknak, amelyhez folyamatosan alkalmazkodniuk kell a talélés érdekében. Az
egyik ilyen kornyezeti hatas a fény. A napfeény energiat biztosit a fotoszintézishez, és
kulcsfontossagu informaciokat szolgaltat a kornyezetrél a ndvények szamara, ugyanakkor
kornyezeti stresszt is jelenthet. A fény fotonok forméajaban éri el a névényeket, amelyek hatassal
vannak a novények anyagcseréjére, fejlodésére az életciklus teljes idGtartama alatt. A Napbdl
érkez6 fénysugarak széles hullamhossz-tartomanyt dlelnek fel, ezek érzékelésében pedig tébb
fényt érzékel6 fehérjemolekula (fotoreceptor) jatszik szerepet. Mindegyik fotoreceptor egy
adott hullamhosszu sugarzast érzékel, melynek hatasara biologiailag aktiv térszerkezetet vesz
fel és specifikus jelatviteli folyamatokat vezérel (Sullivan & Deng, 2003). A fotoreceptorok
altal kozvetitett jelatvitel biztositja a ndvények szamara a megfeleld valaszreakciok kialakitasat
alakitia ki a fény azoknak az alaktani véltozdsoknak az 0Osszességet, amiket
fotomorfogenezisnek neveziink. A viragos ndvényekben az alabbi fotoreceptorokat
azonositottak: a voros/tavoli voros fényt érzékeld fitokromok; a kék es ultraibolya-A (UV-A)
fényt érzékel6 kriptokromok, fototropinok és Zeitlupe receptorcsalad tagjai (Galvdo &
Fankhauser, 2015); valamint az UV-B sugérzast érzékel6 UV RESISTANCE LOCUS 8
(UVRS8) fotoreceptor (Rizzini és mtsai.,, 2011). Ezek segitségével képesek a ndvények

¢letmitkodéseiket az 6ket koriilvevé fényviszonyokhoz igazitani és talélésiiket biztositani.

2.2. Az UV-B sugarzés és az UV-B fotoreceptor azonositdsa

Az UV sugarzéas hagyomanyosan az alabbi hullamhossz-tartomanyokra osztjuk fel: UV-
A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm) és UV-C (100-280 nm). A Fold felszinére érkez6 napfény
tartalmaz UV-A-t és az UV-B-t; azonban az UV-C és az UV-B sugarzés a 290 nm alatti
tartomanyanak a foldfelszinre jutasat a sztratoszférikus 6zonréteg megakadalyozza (Paul &
Gwynn-Jones, 2003). Az UV-B a bioszférdban dinamikusan és folytonosan valtozik,
nagymertékben fuggve olyan nagy léptéki valtozoktol, mint az 6zonréteg vastagsaga, a
napsugarak beesesi szoge (foldrajzi szélesség, évszak, napszak), tengerszint feletti magassag,

troposzférikus szennyezédés, felhGboritas, valamint olyan kis 1éptéki valtozoktol, mint a



sugarzas felszini visszaverddése és az arnyékolds. Az UV-B csak kis része a globélis
besugarzasnak, kevesebb mint 0,1% a foldfelszinen (Aphalo, 2017). Ennek ellenére a rovid
hullamhosszl, nagy energidju UV-B fotonok biologiai hatasai jelentések, mert szamos az
¢életmitkodések szamara nélkiilozhetetlen molekula, beleértve a DNS-t, fehérjéket, lipideket,
elnyelik, igy rajuk az UV-B sugarzas karos hatast gyakorol. Az UV-B igy potencialis abiotikus
stressz faktorként hat barmely napfénynek Kitett szervezet, kulondsen a helyhez kotott,
fotoszintetizalé novények szdmara (Frohnmeyer & Staiger, 2003).

Az 1970-es években végzett kutatdsok kimutattak, hogy az UV-B alacsony doézisai
fotomorfogenikus valaszokat véaltanak ki a ndvényekben, amelyek magukban foglaljak a
hipokotil megnyudlas gatlasat, a sziklevelek ndvekedésének elésegitését és a flavonoid
bioszintézis stimulalasat (Wellmann, 1976). Mivel ezek az élettani folyamatok nem tarsultak
az UV-B nem specifikus roncsol6 hatdsaval, gyanithatd volt, hogy egy UV-B specifikus
fotoreceptor létezése, melynek azonositasaban viszont tobb évtizeden at kevés elérelépés
tortént. 2002-ben Kliebenstein és munkatarsai azonositottdk az uv resistance locus 8
Arabidopsis mutanst, amiben UV-B specifikus valaszok sérultek (Kliebenstein és mtsai., 2002).
Késébb Rizzini és munkatarsai igazoltak, hogy az UVR8 egy UV-B specifikus ndvenyi
fotoreceptor (Rizzini és mtsai., 2011).

A novények UV-B akklimacioja, amelyben a UVR8 fotoreceptor-jelatviteli dtvonal
kulcsfontossagl  szerepet jatszik, elengedhetetlen az UV-B tolerancia eléréséhez.
Altalanossagban az UV-B expozicid szamos ndvényi anyagcsere folyamatot, fejlédést és
morfologidt szabdlyoz a sokféle gén kiilonbozd kifejezddése révén. Tekintettel az UV-B
novényekre gyakorolt hatdsara, kulcsfontossagd megérteni az UV-B érzékelés és jelatvitel

mechanizmusait, valamint ezek egyuttmiikodését mas jelatviteli utakkal.

2.3. UVRS receptor

2.3.1. UVRS receptor szerkezete és mitkodése

Az UVRS fotoreceptor molekularis szerkezetének megismerése fontos a névenyek UV-
B sugarzasra adott valaszanak megértésében. Az UVRS inaktiv allapotban egy homodimer
feherje, melyben a két azonos fehérje-alkotdrészt diszulfid hidak kapcsolnak egyméshoz. UV-
B sugarzas hatasara a dimerek szétesnek, és felszabadul6 UVR8 monomerek, melyek a

fotoreceptor aktiv formai, képesek a jelatviteli utak aktivalasara (1. abra).



A monomerek fank alakuak, melyek kozponti része 7 darab B-propellerbdl all. A ,.fank”
kdzepen talalhatd kiemelt helyzetii arginin és aszparaginsav aminosavak sohidakat képeznek
egymassal, amelyek dsszetartjdk a monomereket. Mas névényi fotoreceptorokkal ellentétben
az UVR8-nak nincs sziiksége kiilsé kromoforra; a fehérje triptofan (W) aminosavainak UV-B-
elnyeld tulajdonsaga biztositja a kromofor funkciot. Az UVR8 14 W aminosavval rendelkezik,
koziluk a W233, W285 és W337, amelyek egy ugynevezett triprofan ,,piramis”-t alkotnak és
kapcsolodnak szemben 1évé monomer W94-ével (Christie és mtsai.,, 2012). Miutdn a
triptofanok elnyelték az UV-B fotonokat, a monomerek kozti séhidak felbomlanak és a

bioldgiailag aktiv monomerek felszabadulnak (1. abra).

2.3.2. UVRS receptor altal irdnyitott jelatvitel

Az inaktiv UVR8 homodimer a ndvényi sejtek sejtplazmajaban talalhaté. UV-B
sugarzds hatdsara kialakuld6 monomerek a sejtmagban felddsulnak, ahol tébb
fehérjemolekulaval lepnek kdlcsonhatasba, ami az UVR8-fliggd jelatvitel fontos kezdeti 1épése.
Az UVRS8 jelétviteli kaszkdd egyik kulcsfontossagl kolcsonhatdsa az UVR8 és a
CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), egy E3 ubiquitin ligaz kozott
torténik. UV-B sugérzéds hatdséra kialakul6 UVR8 monomerek a COP1-hez kot6édnek, és
gatoljak annak ubikvitin ligaz aktivitasat (Favory és mtsai., 2009). Ez a kdlcsdnhatas
megakadalyozza olyan fehérjekomponensek lebontasat, melyek az UV-B altal kivaltott
génexpresszios valtozasok bekovetkezeséhez sziikségesek (1. abra).

Ilyen transzkripcios faktor az ELOGATED HYPOCOTYL 5 (HY5) és homoldgja, aHY5
HOMOLOG (HYH). Ezeket a COP1 ubikvitinalja, de amikor az UVR8-COP1 kapcsolat
létrejon, a HY5 és a HYH felhalmozodasa bekovetkezik a sejtmagban. Ez az UVRS8 altal
kozvetitett UV-B specifikus jelatvitel egyik fontos lépése. A megemelkedett szinti HY5 és
HYH serkenti az UV-védelemben és akklimacioban részt vev gének expressziojat (Binkert és
mtsai., 2014). Ezek kozul kiemelkedik a CHALCONE SYNTHASE (CHS) enzim, amely a
flavonoidok bioszintézisében vesz részt, amely a ndévények UV-védelmének kulcsfontossagu

osszetevoje (1.abra).
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1.4bra: Az UVRS fotociklus mechanizmusa. (a) Az UVRS8 fotociklus sematikus abraja. UV-
B elnyelés hatdsara az UVR8 dimerek felbomlanak és az aktiv monomerek a COP1-hez
kapcsolddva iranyitjak a jelatvitelt. Az UVR8 a RUP fehérjék segitségével dimerizalodik,
inaktiv allapotba kerulve. (b) Az UVR8 homodimert (inaktiv, fehér) séhid kdlcsonhatasok kotik
0ssze, ezek UV-B hatasara felbomlanak (lila monomerek), miutan a triptofan piramis
(kinagyitasban bekarikdzva) UV-B fotonokat gytijtott be. (c) Az UVR8 C-terminalisanak VP
doménjéhez hozzakotédik a COPIL. Ezaltal a COPI1 szubsztratok ubikvitindlasa és
proteoszomalis lebontdsa megsziinik, igy azok mennyisége megnd ¢és hozzdjarulnak a
fotomorfogenezishez. (d) A RUP1 és a RUP2 kdlcstnhatasba Iép az UVR8 VP-motivumaval,
feltehetéen a COP1-hez hasonlé modon, leszoritva ezzel a COP1-et az UVR8-rol. A RUP1 és
RUP2 felelds az UVRS dimerizal6dasaért, melynek molekularis részletei nem ismertek (eredeti

abra: Podolec és mtsai., 2021)



Kiderllt az is, hogy nem csak a COP1l, hanem a REPRESSOR OF UV-B
PHOTOMORPHOGENESIS 1 (RUP1) és a RUP2, a WD40 domént tartalmazd fehérjék is
kdzvetlen kblcsdnhatasba lépnek az UVR8 monomerekkel (Gruber és mtsai., 2010; Heijde &
Ulm, 2013). Erdekes, hogy mind a COP1, mind a RUP2 az UVR8 C terminalis részén talalhato
ugynevezett VP motivumahoz kotodik és valosziniileg ,,versengenek” a kotohelyért (Lau és
mtsai., 2019). Mig a COP1 nem engedi az UVR8 monomerek dimerizalodasat, ezaltal aktiv
allapotban tartja 6ket, a RUP1 és RUP2 fehérjék, feltehetéen kompetitiven kiszoritjak a COP1-
et az UVR8 VP motivum kotésébdl, ezaltal a monomerek Gjra dimerizalodhatnak. Ezaltal a
RUP fehérjék csokkentik az aktiv monomerek mennyiségét, igy az UVRS jelatvitel negativ

szabalyozoi (1. dbra) (Yin és mtsai., 2015; Podolec és mtsai., 2021).

2.3.3. UVRS receptor foszforilacioja

Dolgozatom elkeszitése kozben jelent egy kozlemény, amely az UVRS8
foszforilacidjarol szamol be (W. Liu és mtsai., 2024). A szerz6k megmutattak, hogy az UVR8
a jeléatvitelben fontos szerepet jatszd C-terminalis részén levé 402-es helyzetii szerin aminosava
(S402) az UV-B expoziciot kovetéen foszforilalodik. Az S402 foszforilacioja elGsegiti az
UVRS valaszok kozvetitésében részt vevo specifikus fehérjék felhalmozodasat (HYS, CHS).
Kovetkezésképpen a megvaltozott fehérje felhalmozodés fokozza az UV-B sugarzasra adott
kulcsfontossadgl metabolikus vélaszt, a flavonoidok és a hidroxifahéjsavak bioszintézisét. A
jelen kutatasok azt mutattdk, hogy az S402 foszforilacidja (1) erésiti az UVR8-RUP
kolcsonhatast, (2) de nem valtoztatja a monomerek dimerizaciodjat (3) és nem befolyasolja az
UVR8-COP1 kolcsonhatast. A jovében meg kell hatarozni, hogy az S402 foszforilacioja
befolyasolja-e mas interaktorok kotddését és tovabbi kutatasokra van azonban sziikség a
monomerképzddés, a nuklearis felhalmozodas és az S402 foszforilacioja kozotti kinetikai
kapcsolat meghatarozasara. Azt a kérdést is nyitva hagyték a szerzok, hogy mas aminosavak

esetleges foszforilacidja hogyan befolyasolja az UVR8 miikodését.



3. Eldzetes eredményeink

Csoportunk in vivo tomegspektrométeres vizsgalatok segitségével kordbban mar
azonositotta az UVR8 molekula olyan aminosavait, melyek foszforildlédnak és meghatarozta
ezek pozicidjat (402, 420 és 421-es szerin aminosavak). Kés6bb ennek ismeretében allitottak
el6é olyan UVR8 valtozatokat, amelyekben ezeket a szerineket nem foszforilalodo (alanin, A),
valamint olyanokat is, amelyekben foszforilaciét utanz6 (aszparaginsav, D) aminosavak
helyettesitik. Ezeket az YFP (yellow fluorescent protein) molekulaval 6sszekapcsolva fejezték
ki az Arabidopsis thaliana modellnévény uvr8-6 mutansaban, mely endogén UVR8 molekulat
nem tartalmaz. Ezeknek a transzgénikus novényeknek a részletes leirasat az Anyagok es
modszerek, 1. fejezete tartalmazza.

Csoportunk korabbi vizsgalatai soran kidertilt, hogy éleszté kéthibrid rendszerben, az
UVRS foszforilaciot utanzo valtozatdhoz a RUP2 erdsebben kotddik, mint a nem foszforilalédo

verziohoz. Ezzel szemben a COP1 esetében nem tapasztaltunk ilyen eltérést.



4. Célkituzések

Az UVRS jelatvitelének finomszabalyozdsa még nem ismert, ennek egy lehetséges
modja lehet az UVR8 poszttranszlaciés modositasa. Ez akar kulcsfontossagu lehet annak
megértéséhez, hogy a ndvények hogyan reagalnak az UV-sugérzésra. Ezek a valaszok
alatdmasztjak a természetes kornyezetben valod alkalmazkodast és akklimatizaciot, és erdsitik a
taléléshez sziikséges tulajdonsagokat a kiilonb6zé novényekben.

Csoportunk eldzetes eredményei alapjan azt feltételezzikk, hogy az UVRS
foszforilacidja szabalyozza a RUP2-hoz torténd kotddését, ezaltal a monomerek dimerizaciojan
keresztill a rendelkezésre all6 aktiv UVRS8 szintjét. Ez hatassal lehet az UVRS jelatvitelére és a
novények fotomorfogenikus fejlédésére is.

Az aldbbiakat tiiztiik ki céljainknak:
- Megvizsgaljuk, hogy az UVR8 molekula foszforildlodd szerin aminosavainak
kicserélése eredményez-e barmilyen funkcionalis valtozast a vad tipushoz képest?
- Milyen fotomorfogenikus valaszt képesek kivaltani a kiilonbozé foszforilacios
allapotokat jelképez6 mutans UVRS valtozatok?

- Megvaltoztatja-e a foszforilacié az UVRSE dimerizalodasanak dinamikajat?



5. Anyagok ¢és mddszerek

5.1. A vizsgélt novényvonalak

Vizsgalatainkhoz az Arabidopsis thaliana Columbia-0 Okotipusat és az uvr8-6
funkcidvesztéses UVR8 mutanst hasznaltuk (ugyanebben az Okotipusban). Az uvr8-6
mutansban az UVR8 promoter iranyitasa alatt fejeztiik ki az YFP molekulaval 6sszekapcsolt
UVRS8 fehérjét (UVR8:YFP-UVRS8 transzgén) (Bernula és mtsai., 2017). Ennek mintajara
készitette el a csoportunk uvr8-6 hattérben, a 402, 420 és 421-es szerin aminosavak helyett a
nem foszforilalédé alanin helyettesitéseket tartalmaz6 YFP-UVR8(3xSA)-t (UVR8:YFP-
UVR8(S402-420-421A) transzgén), illetve a foszforilaciét utanzé aszparaginsav
helyettesitéseket tartalmaz6 YFP-UVR8(3xSD)-t (UVR8:YFP-UVR8(5402-420-421D)
transzgén) kifejez6 novényeket. Ezek a ndvényvonalak a munka megkezdésekor rendelkezésre

alltak.

5.2. Csirandvények nevelése western-blot analizishez

A novényeket steril korulmények kozt neveltem. Legel6szor a magokat 30%-0s
Domestos oldatba aztattam be. Steril fulkében dolgozva 15 perc leteltével steril pipettahegy
segitségével eltavolitottam a Domestos oldatot, majd steril vizzel 3-4-szer &tmostam a magokat.
Ezutan a mosast elvégeztem steril pipettahegy segitségével a magokat szintén steril AM
taptalajra szélesztettem.

A taptalajra sz¢lesztett magokat egy fekete kartondobozban fekete kend6vel letakartan,
4 °C-on sotétben taroltam 4 napig. Ezutan névényneveld szobaban 8 h fehér fény / 16 h sotét

fényciklusokon neveltem 7 napig, a mintaveételig.

AM téptalaj:

2,15 g/L MS por (Sigma-Aldrich),

1% (wi/v) szachardz (Molar, Halasztelek, Magyarorszag),
0,2% (w/v) phytagel (Sigma-Aldrich)

pH=5,6-5,8; bedllitds 1 M-os KOH oldattal

10



5.3. A csirandvények hipokotilhosszdnak mérése

Miutan a sterilizalt magokat steril AM taptalajra szélesztettiik, valamint 4 napig sotétben
4 °C-on, majd 3 napig novénynevel6 kamraban (MLR-351H, Sanyo, Oszaka, Japan) neveltiik
rovidnappalos korilmények kozott (8 6ra fény/16 dra sotét) fehér fényben (120 umolm2st) 22
°C-on. Ezutan 4 napig UV-B sugarzassal (1,5 umol m=2 s kevert fehér fénnyel (10 umol m? s
1), kezeltiik 22 °C-on (2A ébra). Fehér fluoreszcens fénycsoveket (L18W, Osram, Miinchen,
Németorszag) és UV-B fénycsoveket hasznéltuk (TL20W/01RS, Philips, Amszterdam,
Hollandia) (Bernula és mtsai., 2017).
Az UV-B kezeléshez 3 mm vastag WG sziir6ket hasznaltunk (Schott, Mainz, Németorszag).
Ezek a sziir6k Ugynevezett alulvago (cut-off) filterek. Az UV-B kezelt novényeket (+UV-B)

WG305 (kiszliri az UV-C tartoményt, de atengedi az UV-B nagy részét), a kontrollt pedig (-
UB-V) WG385 (kisziiri a teljes UV-B tartomanyt, de a fehér fényt atengedi) filterrel fedtiik be
(2B abra).

2. abra: Csiranovények nevelése hipokotilhossz vizsgalathoz

(A) A csirandveényeket UV-B és fehér fény keveréke alatt neveltiik a hipokotilhossz méréseig.
A mintakat egy vastag, fekete szovettel letakart flllkében vilagitottuk meg, igy csak a fehér fény
és UV-B sugarak hatdsat tudtuk vizsgélni. Az allandd hémérsékletet klimaberendezés
biztositotta (22+0,5 °C).

(B) A novényeket WG szlirékkel takartuk le: a WG305 kisziiri az UV-C tartomanyt, de atengedi
az UV-B nagy részét, a WG385 pedig kisziiri a teljes UV-B tartomanyt, de a fehér fényt
atengedi. Igy egyidejiileg tudtunk UV-B-vel kezelt, illetve kezeletlen novényeket nevelni,
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A 4. napon egy MS és szachar6z mentes agardz lemezre sorba tettik a csiranévényeket,
elfektetve, hogy lathatd legyen a hipokotil. Az igy sorbarendezett csiranévenyeket
beszkenneltlik és az ingyenesen elérheté Image] (Wisconsin, USA) szoftver segitségével
(Schneider és mtsai., 2012) lemértik a hipokotilok hosszukat. A kapott eredményeket

Microsoft Excel (Redmond, USA) segitségével értékeltlk Ki.

5.4. Novények nevelése és kezelése ,,szemi-nativ’’ western blot analizishez

A sterilizalt magokat MS3 taptalajra szélesztettiik és 4 napig sotétben és 4 °C-on, majd
fehér fényen egy hétig neveltiik. Mintaszedés el6tt 30 perces (broadband) UV-B kezelést is
kaptak a névények (ULTRAVIOLET B TL 40W/12RS, Philips). Az UV-B kezelés utan, 10
umolm2 s fehér fényen regeneraltuk a novényeket, ekdzben 20, 40, 60, 120, 180 perc

regeneracios id6 utan minden alkalommal mintat szedtink.

MS3 taptalaj:

4,3 g/l Murashige-Skoog Medium por (Sigma-Aldrich),
3% (w/v) szachar6z (Molar),

1% (w/v) Difco™ agar (Fisher Scientific),

pH=5,6-5,8; bedllitds 1 M-os KOH oldattal

5.5. Mintaszedés

Minden egyes mintat (0,1 g) sterilizalt, 5 mm atmér6ji, tUveggolydval ellatott biztonsagi
zéras 2 ml-s mikrocentrifuga cs6be szedtem, majd folyékony nitrogénbe helyeztem. A

mintaszedés utan a névényi anyagot -80 °C-on taroltuk felhasznalasig.

5.6. Denaturalt fehérjekivonat készitése csirandveénybdl

A fagyott csirandvenyeket 5 mm-es iveggolydval raztuk 2 percig 30 1/s fordulatszamon
(Retsch MM 301. Haan, Németorszag), majd hozzaadtuk a denatural6 protein feltar6é puffert.
0,1 g mintdhoz 250 pl feltar6é puffert adunk. 95 °C-on 2 percig inkubaltuk a mintakat, majd
Ujabb 2 percig razattuk. Ezutan 20 percig centrifugaljuk a kivonatokat (17000 g). A felliliszot

egy Uj mikrocentrifuga csébe helyeztik és ezt hasznaltuk a tovabbiakban.
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Feltard puffer 6sszetétele:
e 50 mM Tris-HCI (Molar Chemicals) (pH=6,8)
4 M urea (Sigma-Aldrich)
3% (w/v) Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) (Molar Chemicals)
0,1 M ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)
10% glicerin (Sigma-Aldrich)

0,4 g/L bromfenolkék (Serva, Heidelberg, Németorszag)

5.7. Fehérjeszint meghatarozas amidofekete oldattal

20 pl mintat és 180 pl vizet, valamint 800 ul amidofekete csapadékképz6é oldatot egy
Eppendorf csében 0Osszekeveriink, ezutan pedig 20 percig centrifugaltuk (13300 g). A
csapadékhoz hozzaadunk 1 ml amidofekete mosé oldatot, majd 10 percig centrifugaljuk. Ezutan
a feliluszot kiontjuk és a csapadékot megszaritjuk, majd 1 ml 0,2 M-os NaOH oldatban
feloldjuk és 1 ml-s Kkivettakba helyezzik. 596 nm-en spektrofotométer segitsegével

meghataroztuk az OD-t, ami segitségével mar kiszamoltuk a mintaink fehérje koncentraciojat.

amidofekete csapadékképzo oldat:
e 10% (v/v) ecetsav
¢ 90% (v/v) metanol

¢ 0,5 g/l amidofekete kristaly

amidofekete mosé oldat:
e 10% (v/v) ecetsav

¢ 90% (v/v) metanol

5.8. Western blot analizis

A fehérje minték futtatdsdhoz denaturdld akrilamid gélt ontottem, melynek 6sszetételét
az 1. tablazat mutatja. Az akrilamid gél minden zsebébe 10 ul 6ssz-fehérje kivonatot toltéttem.
Az elektroforézist futtatopufferben végeztem 80 V-on 15 percig, majd 120 V-on 1,5 6raig (,
PowerPac HC, BioRad, Hercules, USA). A gel futtatadsa utdn metanollal 2 percig aktivaltam az
Immobilon® -P PVDF (polivinilidén-difluorid) membrant (Merck Millipore, Darmstadt,

Németroszag), amire a fehérjéket atvittem 100 V-on 2 6ra hosszaig, 4 °C-on blotting pufferben.

13



Miutan a fehérjék a PVDF membranra kerlltek, azutan a membranokat mosépufferben
aztatjuk egy par masodpercig, majd a mosopufferbdl és sovany tejporbol és TBST pufferbol
készult 5%-os (w/v) oldatban inkubaltuk ¢ket folyamatos mozgatas mellett, 4 °C-on, 16 6ran
keresztiil. Ezutan a tejport mosépufferrel kimostam (10 perc egyenletes billegtetés), 2 dran
keresztil elsddleges ellenanyaggal, mosopufferben (1:2000 higitott anti-UVR8 ellenanyaggal
(Agrisera, Vannds, Svédorszag)) hibridizaltam szobahémérsékleten. Ezt kovetden a
membranokat mosépufferrel mostam 5x5 percig, majd a masodlagos ellenanyaggal 1,5 6raig,
szobah6émérsékleten hibridizaltam (HRP kapcsolt nydl-1gG elleni (Dako, Carpinteria, USA)),
majd az el6hivas el6tt szintén 5x5 perc mosas kovetkezett. A mosas utan a membranrél a
mosopuffert papirtérolkozovel leitattam és Millipore Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate Peroxidadz és Luminol reagensek 1:1 aranyd oldataban 1 percig szobahdn
inkubaltam. I1Bright FL1500 képalkotd rendszer (Thermo-Fisher, Waltham, USA) segitségével
detektaltam a kemilumineszcens jeleket.

Az anti-UVR8 ellenanyagon kivil még anti- aktin (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
ellenanyaggal is hibridizaltam a membranokat (1:10000 higitott anti- aktin ellenanyaggal (1,5
6ra hosszaig, szobahdmérsékleten, majd 5x5 percig mosé pufferben mostam. Ezutin a
masodlagos antitesttel (HRP kapcsolt egér-IgG elleni (Invitrogen, Waltham, USA)
hibridizaltam, szintén 1,5 6raig, szobahdémérsékleten, majd ezt is 5x5 perces mosas kovette az

el6hivas elott.

1. tablazat: A western-blot analizis soradn felhasznalt akrilamid gélek dsszetétele

Gyiijto gél (1 ml) Futtatd gél 10% (5 ml)

680 ul tisztitott viz 2 ml tisztitott viz
170 ul 30%-o0s akrilamid mix (Sigma- 1,7 ml 30%-os akrilamid mix
Aldrich)

130 pl 1 M Tris oldat (pH 6,8) 1,3ml 1,5 M Tris oldat (pH 8,8)
10 ul SDS (10% (v/v)) 50 pl SDS (10% (v/v))

10 pl APS (10% (V/v)) 50 pul APS (10% (V/v))

1 ul TEMED 2 ul TEMED
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Futtatépuffer 6sszetétele:
e 25 mM Tris (Molar Chemicals)
¢ 192 mM glicin (Sigma-Aldrich)
¢ 0,1% (w/v) SDS (Molar Chemicals)
(pH=8,3)

Blottol6 puffer: (1 I-es végtérfogathoz):
e 3,03 g Tris
e 14,4 g glicin
e 1,5ml 10% (v/v) SDS oldat
¢ 200 ml etanol

Moso puffer/TBST oldat (1 I-es végteérfogathoz):
¢ 6,06 g Tris
e 11,69 g NaCl
¢ 0,5 ml TWEEN (Sigma Aldrich)
(pH= 7,4) (HCl-al allitottuk be)

5.9.,,Szemi-nativ”’ western blot

A fentiekhez, vagyis a denaturdldé western-blot analizishez hasonlo technikéat
alkalmaztam ebben az esetben is, viszont annyi kilénbséggel, hogy a mintainkat nem
denaturald kdrnyezetben tartam fel, valamint futtatasig végig jégen tartottam. Erre a médszerre
azért volt sziukség, hogy ne csak az UVR8 monomereket, hanem a dimereket is
megfigyelhessik. 2 perc lveggolyéval toltott Eppendorf-csében torténd razatas utan (30 1/s
fordulatszamon) a feltar6 pufferb6l 200 ul-t pipettaztunk minden egyes mintahoz, majd Gjabb
2 percig razattuk. Ezutan 4 °C-on, 20 percig centrifugaltuk a mintankat (13000 g) és a fellilusz6t
1j mikrocentrifuga csébe gyiijtottiik. 64 pl fehérjekivonathoz 16 ul hideg ,,loading” pufferhez
adunk, ezeket jégen taroljuk a gél feltdltéséig. A gél zsebeibe egyenlé mennyiségli (15 ul)
fehérje kivonatot toltottink. A futtatast 60 VV-on 3,5 éra hosszaig végeztik. A futtatast kovetden
a géleket blottol6 pufferrel atitatott Wattman papirra helyeztem. Az igy elrendezett géleket 30
percig er6és UV sugarzassal kezeltem (Philips, ULTRAVIOLET-B TL 40W/12RS). Erre azért
van sziikség, hogy a gélben 1év6 UVRSE dimerek monomerekké essenek szét, amit az anti-UVR8

ellenanyag fel tud ismerni. Az igy kezelt gélekr6l vittem at a fehérjéket a PVDF membranra,
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30 V-on, 4 °C-on, 16 oran keresztul (10. fejezet). A kemilumineszcens jeleket az 1Bright
képalkoto rendszer (Thermo-Fisher) segitségével detektaltam és az ImageJ szoftver (Schneider

és mtsai., 2012) segitsegével értékeltem ki.

Nem denatural¢ feltaro puffer (10 ml-hez):

500 pl 3M NaCl oldat

40 ul 0.5M EDTA (pH 8.0) oldat

100 pl Igepal, 500 pl 1M Tris (pH 7.6) oldat
20 pl 10mM ALLAN stock

20 pl 10mM MG132 stock,

8,82 ml tisztitott viz

1db Sigma Coctail tabletta

,,Loading” puffer (10 ml-hez):
e 2.5ml 1M Tris oldat
o 287 ml 87%-o0s glicerin
e 0,77gDTT
e 1gSDS
e 0,05 g bromfenolkék

e tisztitott viz, 10 ml-re feltdltve

5.10. RNS tisztitds gRT-PCR reakcidhoz

A folyékony nitrogenben lefagyasztott mintainkat Retsch MM 101 homogenizatorral
razattuk 2 percig 30 1/s fordulatszamon, majd az igy el6készitett mintabdl tisztitottunk RNS-t
a NucleoSpin RNA Plant kit (Macherey-Nagel, Diren, Németorszag) segitségével a termék
utasitasai alapjan. Ebbdl az oldatbol 1 pg RNS-t hasznaltunk cDNS keszitésére, amit a
RevertAid™ First-Strand cDNA Synthesis Kit-tel végeztilk el (Fisher Scientific) a gyart6
utasitasait kovetve.

A kisérletek soran 1-, 10-, 100-, és 1000-szeres higitasi sort készitettlink, majd ezek mRNS
szintjét megallapitva a kapott értékekre egyenest allitottunk, majd ennek az egyenesnek a
képletét alkalmazva a tébbi minta mRNS szintjét a TUB 0ssz-mRNS szintjéhez vonatkoztatva
szamitottuk ki. A PCR reakciok dsszeallitisahoz a POWER SYBR® Green PCR Master Mix
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(Applied Biosystems, Waltham, USA) oldatot hasznaltuk fel. Minden egyes reakciokhoz 5 pl
SYBR® Green oldatot, 3 pl tisztitott vizet, 1 pl primer mixet (2. tblazat, 3-3 uM), valamint 1
ul cDNS mintat tettink. A PCR reakciot a BioRad CFX384™ Real-Time System gépben
végeztem. Az altalunk hasznalt program az alabbi ciklusokbol all: 120 s 95 °C, ezutan 40x
ismételve az aldbbi ciklust: 15 s 95 °C; 155 60 °C; 60 s 72 °C. A méréseket harom bioldgiai
ismétlésen és mindegyik bioldgiai ismétlésen 3 technikai ismétléssel végeztilk el.

2. tablazat A PCR reakciokhoz sziikséges forward és reverse primerek szekvencidi.

‘ forward ‘ reverse
CHS TGAGAACCATGTGCTTCAGGCGGAG |TGTCGACTTGTCGCACATGCGCT
TUB CCAGCTTTGGTGATTTGAAC CAAGCTTTCGGAGGTCAGAG
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6. Eredmények
6.1. A transzgének kifejezddésének vizsgalata

A vizsgalt szerin aminosavakat nem foszforilalt és a foszforilaciot utanzé aminosavakra
cserélt UVRS valtozatok funkcionalis vizsgalatdhoz olyan transzgénikus ndvényvonalakat
valasztunk ki, melyek hasonldé mennyiségben fejezték ki ezeket a fehérjéket. Ehhez western-
blot analizist végeztiink az UVRS felismerésére kifejlesztett anti-UVRS ellenanyaggal (3. abra).
Vizsgalataink soran a Col 6kotipust, mint pozitiv kontrollt hasznaltuk fel, ugyanis ez a névény
tartalmazta a természetben eléforduld, endogén UVRE molekulat. Negativ kontrollnak az uvr§-
6 mutanst hasznaltuk, mely nem fejezi ki az UVRS fehérjét. Lathatd, hogy az anti-UVRS
felismer egy 47 kDa-os savot, de csak a Col csirandvényekben, mig az uvr§-6 novényekben
nem figyelhetd meg specifikus festddés anti-UVRS hatisara. A 74 kDa-os YFP-UVRS
kimérafehérje expresszalddik mind vad tipusu, mind pedig a 3xSA és 3xSD UVRSE mutaciokat
tartalmazo formaban, melyeket egyforman felismer az anti-UVRS antitest. A Col UVRS
fehérjeszintj¢hez képest kevesebb YFP-UVRS fejezddik ki a transzgénikus ndvényekben, az
3xSA-ban kevesebb fehérje volt, mint az 3xSD mutansban. A vad tipusat YFP-UVRS8-at
kifejez6 novény kevesebb UVRS fehérjét tartalmaz, mint a Col, de tobbet, mint az 3xSA és
3xSD valtozatokat kifejezok. Az anti-AKTIN ellenanyaggal is hibridizaltunk a blotra, hogy

ellendrizziik, hogy minden minta azonos mennyiségli fehérjét tartalmaz.

Col uvr8-6  WT 3xSA  3xSD

anti-UVRS
T e |

— —

anti-AKTIN

3. abra. Az YFP-UVRS kimérafehérjék kimutatasa western blot hibridizacioval.

7 napos csirandvényekbdl készitett denaturalt teljes fehérjekivonatokat vizsgaltunk western blot
hibridizacioval. Az anti-UVRS antitest detektalja a 47 kDa-os endogén UVRS-at (piros nyil) és
a 74 kDa-os YFP-UVRS8-at (fekete nyil). A vizsgélt ndvényvonalak: Col-0; uvr8-6; WT: uvrs-
6/UVRS:YPF-UVRS; 3xSA: uvr8-6/UVRS:YFP-UVRS(3xSA); 3xSD: uvr8-6/UVRS:YFP-
UVRS8(3xSD). A membrant Ujra hibridizaltuk anti-aktin ellenanyaggal, igy ellendrizve a

membranra rogzitett fehérjék mennyiségét. A csillag egy nem UVRS-specifikus savot jelol.
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6.2. Az UVRS foszforilaciojanak hatdsa a fotomorfogenezisre

A fotomorfogenikus fejlodés egyik jol jellemzett fenotipikus bélyege a hipokotilhossz
novekedés fény altali gatlasa. Minél aktivabbak a fény altal vezérelt jelatviteli utak, ez annal
hatékonyabb, azaz a hipokotil annal rovidebb. Az UV-B sugarzas is gatolja a hipokotil
novekedését ezért csirandvényeket ndvesztettiink fehér fénnyel kevert UV-B megvilagitas alatt
tigy, hogy 2 féle sziirdvel takartuk le Sket: az egyik atengedte az UV-B-t, a masik kisziirte. Igy
meg tudtuk figyelni az UV-B hatdsat az UV-B nélkiil novekedett ndvényekhez képest: az UV-
B-vel megvilagitott névények hipokotilhossz értékét elosztottuk az UV-B nélkiil novekedett

novények hipokotilhosszaval (4. dbra).

1

Hk

‘
Col

uvr8-6 WT 3xSA 3xSD

relativ hipokotilhossz (UV-B/no-UV-B)
o o o o o o o o
[ P T - - - R =

=1
—

=

4. abra. A foszforilaciot utainzo UVRS fotomorfogenikus valasza gyengébb, mint a nem
foszforilalt valtozaté.

A hét napos UV-B sugérzassal kevert fehér fényen nevelt Arabidopsis thaliana
csirandvények hipokotilhossza az UV-B nélkiil nevelt ndvényekhez viszonyitva. A vizsgalt
novényvonalak: Col-0; uvr8-6; WT: uvr8-6/UVRS:YPF-UVRS, 3xSA: uvr8-6/UVRS:YFP-
UVRS(3xSA); 3xSD: uvr8-6/UVRS:YFP-UVRS8(3xSD). A hibasavok a standard hibat jelolik. A
statisztikai elemzést Student-féle t-probaval végeztiik el, ez alapjan a 3xSA és 3xSD mutansok

hipokotilhossza kdzt szignifikans kiilonbség van (*** p<0,001).
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A mérésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a Col dkotipusban az UVRS8 aktiv fotoreceptor,
ugyanis ennek a vonalnak volt a legrovidebb a hipokotilhossza, kb. 40%-ara rovidiil UV-B
hatdsara. Az uvr8-6 mutans esetében a leghosszabb a hipokotil, ez a fotomorfogenezis
elmaradasaval és az aktiv UVRS8 hianyaval magyarazhaté. A vad tipustt YFP-UVRS8-at kifejezo
csirandvények rovidiilnek UV-B hatdsara, nem olyan mértékben, mint a Col. Ez valdsziniileg a
kisebb fehérjeszinttel magyarazhat6 és eredményiink jo egyezést mutat ezennek a vonalaknak
a korabbi vizsgalataval (Bernula és mtsai., 2017). Az YFP-UVR8(3xSA) illetve az YFP-UVRS
kimérafehérjét kifejezé ndvények hasonld hipokotilhosszt mutattak, mig az YFP-UVR8(3xSD)

fehérjét tartalmazok hipokotilja hosszabb maradt.

6.3. Az UVRS foszforilacidjanak hatasa a CHS gén kifejezddésére

A CHS az antocianok, fényvédelmet biztositd pigment molekulak termelddését biztositja.
A CHS mRNS ¢és fehérje szint emelkedése az UV-B kezelést kdvetden a ndovény onvédelmi
mechanizmusat jelzi. QRT-PCR technikaval megmértiik a CHS mRNS szintjét a mintadinkban
UV-B kezelés el6tt €s utan is. Referencianak a TUB (tubulin) szintjét hasznaltuk, amely minden
novényben kozel azonos mennyiségli, ehhez viszonyitottuk a CHS szintjét. Eredményeink
alapjan jol lathatd, hogy a Col mintdban megndvekedett a CHS mRNS mennyisége a kezelés
hatasara, azonban az uvr§-6 mutansban nem, ez azt mutatja, hogy a mutans ndévény nem
érzékeli az UV-B jelet. Az YFP-UVRS ¢és az YFP-UVRS8(3xSA) fehérjéket kifejezo
novényekben hasonld mértékben emelkedett a kezelés utan a CHS mRNS mennyisége, Az
YFP-UVRS8(3xSD) kimérafehérjét tartalmazé novényvonalban is megfigyeltiink a CHS szint

emelkedését, de az jelentdsen elmaradt az el6zéektdl (5. abra).
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5. abra. A CHS UV-B indukcitjat az UVRS foszforilacidja gatolja.

qRT-PCR vizsgélat soran mért relativ CHS mRNS mennyisége TUB mRNS-hez képest 6 oras
UV-B kezelés eldtt €s utan Az kék oszlop (0 h) az UV-B kezelés eldtt szedett mintdk mRNS
mennyiségét jeloli, a piros oszlop (6 h) az UV-B kezelés utin szedett mintdk mRNS
mennyiségérol ad szamunkra informaciot. A vizsgalt ndvényvonalak: Col-0; uvr8-6; WT: uvr§-
6/UVRS:YFP-UVRS,; 3xSA: uvr8-6/UVRS8:YFP-UVR8(3xSA); 3xSD: uvr8-6/UVRS:YFP-
UVRS8(3xSD). A hibasavok a standard hibat jelolik. A statisztikai elemzést Student-féle t-
probaval végeztiik el, ez alapjan a 3xSA és 3xSD mutansok hipokotilhossza kozt szignifikans

kiilonbség van (*** p<0,05).

6.4. Az UVR8 monomerizacioja és dimerizacidja in planta

Ezzel a kisérlettel a volt a célunk, hogy laboratoriumunkba bevezessiik azt a technikat,
amivel meg tudjuk figyelni az dimer/monomer allapotban 1évé UVR8 mennyiségét a ndvényi
sejtekben (Tissot & Ulm, 2020). Erre azért is volt sziikség, hogy lassuk hogyan reagal az az
UV-B kezelésre ¢és az azt kovetd fehér fény alatti regeneracios inkubaldsra az endogén UVRS

¢s az YFP kapcsolt UVRE molekula (YFP-UVRS) a névényi sejtekben (6. abra).
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Az elsé mintat UV-B kezelés el6tt szedtiik, majd a kovetkezé mintasorozatot a 30 perc
UV-B kezelés lejarta utan szedtiik. Ekkor az 6sszes UVRS8 dimer monomerizalddott mindkét
ndvényi minta esetében, majd kint hagytuk a mintdinkat fehér fényen ,,regeneralddni”, 60, és

240 percig, majd minden iddintervallum elteltével mintat szedtiink.

Col YFP-UVRS8
UV-B fehér fény UV-B fehér fény
A 0 30’ 60’ 240° 0 300 600 240°
148 kDa YFP-UVRS8
. e 4 dimer
94 kDa
UVRS dimer [ | s AU A A — s ﬁoﬁE;;FP-UVRs
47kDa UVRS ey ——
monomer
B ————— | — 74 kDa YFP-UVRS
monomer
T ——— = 47 kDa UVRS
monomer

6. abra. A UVRS és az YFP-UVRS8 monomerizacioja és dimerizacioja azonos kinetikat
mutat.

Hét napos csirandvényeket révid (30 min) UV-B kezelés utan fehér fényen tartottunk 240
percen at, majd western blot analizissel teszteltiik dket anti-UVRS antitesttel. Az (A) abran
lathatjuk a nem denaturdlt, azaz nem forralt fehérjemintakat, ahogyan a monomerek (minden
mintaban az alsé sav) elkiiloniilnek a dimerektdl (felsd sav). A (B) abran a forralt, azaz
denaturalt mintak lathatéak, ahogyan csak a monomerek detektdlja az anti-UVRS. Az
csirandvények kezelése az alabbi volt: 0’: az UV-B kezelés elotti allapot; 30°: kozvetlentil a 30
min UV-B kezelés utani allapot, a 60° és 240’ pedig a fehér fényen tortént regeneracios idok

(60 1ill. 240 min) elteltével szedett mintakat jeloli.

A regeneracits 1d0 alatt jol lathatd, ahogy a kezdetben magas UVR8 monomerek szintje a
kezeletlen allapotéhoz tér vissza, ahogyan egyre tobb ideig hagytuk Oket fehér fényen. A
harminc perc letelte utan a dimerek (felsé sav) mennyisége jelentdsen lecsokken a monomerek
mennyisége (als6 sav) pedig megemelkedik, mind az UVRSE, mind pedig az YFP-UVRS
esetében. Ez a fokozatossag a regeneracié idejének novekedésével jol kdvethetd. Ez alapjan a

kisérlet alapjan végeztiik el a tobbi dimerizacios kisérletet.
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6.5. A foszforilaci6 hatasa az UVR8 monomerizacidjara és dimerizaciojara in planta

Mivel csoportunk eldzetes eredményei azt mutatjak, hogy az UVR8(3xSD) foszforilaciot
utanzé valtozata erdsebben kotddik az UVRE dimerizaciojat eldsegité RUP2 fehérjéhez, mint
a nem foszforilalodo UVRE(3xSA), ezért megvizsgaltuk, hogy a kiilonb6zé foszfo-mutans
UVRS valtozatoknak dimerizacidja kiilonbozik-e egymastol. Ezeket az UVRS valtozatokat
kifejez6 csirandvényeket 30 percig UV-B sugarzassal kezeltiik, ami monomerek keletkezését
indukalta. Ezutan fehér fényen ,,regeneraltuk’” mely soran a monomerek mennyisége jelentdsen
lecsokkent dimerizalédasuk révén (6. abra). Azért, hogy pontosabb 0Osszehasonlitasokat
tehessiink 3-3 fiiggetlen transzformans vonalat vizsgaltunk meg. Az anti-UVRS antitestet
hasznalva azt allapitottuk meg, hogy mind az YFP-UVR8(3xSA), mind pedig az YFP-
UVRS8(3xSD) monomerek redimerizacidja lezajlik a megfigyelt id6tartam (180 perc) alatt.
Megfigyeltiik azonban azt is, hogy az YFP-UVRS8(3xSD) monomerek gyorsabban fogynak el
a rendszerbdl, mint az YFP-UVR8(3xSA) molekulavaltozatok, kiillondsen a regeneracios

1ddszak elsd orajaban gyorsabb (7. abra).
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7. abra. Az YFP-UVRS8(3xSD) dimerizacioja gyorsabb, mint az YFP-UVR8(3xSA)-é.

7 napos csirandvényeket vilagitottunk meg 30 percig UV-B-vel, majd 180 percen at fehér

fénnyel. Ezutdn nem denatural6 ,,szemi-nativ

2

western-blot analizissel vizsgaltuk a benniink

levd kiilonb6z6 YFP-UVR viltozatok dimer és monomer mennyiségét. A membrant Ujra

hibridizaltuk anti-aktin ellenanyaggal, igy ellendrizve a membranra rogzitett fehérjék

mennyiségét. A transzgénikus vonalak szdma utal arra, hogy minden vizsgalt vonal a tobbitdl

fliggetlen transzformans.
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A dimerizacids kisérletek soran elkésziilt ,,szemi-nativ’” western-blotok képeit (7. dbra)
kvantifikaltuk, hogy pontosabb megallapitasokat tegyiink a dimerizaci6 iitemérdl. Megmeértiik,
kiiléon a monomerekhez és kiilon a dimerekhez tartozo jelek intenzitdsat is, ezek 0sszege adta a
megfigyelt 6sszes YFP-UVRS8 mennyiségét. Ezutan az igy kapott eredményekbdl egy aranyt
szdmoltunk, amely a monomerek 6sszes UVRS8-hoz (dimer+monomer) viszonyitott relativ
aranya egy adott kezelés hatasara. Mivel a dimerizacio sebességét akartuk dsszehasonlitani, a
kiindulasi allapotnak a 30 perces UV-B kezelést azonnal kovetd allapotot tekintettiik. Ehhez
viszonyitottuk a dimerizacio sebességét (8. abra). Az YFP-UVR8(3xSD) monomerek
mennyisége gyorsabban fogyott, mint az YFP-UVRS8(3xSA), azaz gyorsabban dimerizalodott.

Ez a kiilonbség 20 és 40 perc regeneracio utan szignifikdnsnak bizonyult.

1,2

.
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.
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0,2-
0 - . . .
0 20 40 60
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120 180

8. abra. Az UVRS foszforilacioja gyorsitja a molekula dimerizal6dasat,

[—
e
|

relativ monomer/6ssz UVRSE
k=
N
1

A 7. abran bemutatott ,,szemi-nativ’ western blotok (anti-UVR8) alapjan az YFP-UVR8
monomerek dimerizalodasanak meghatarozasa. Az egy mintdban mérheté monomer/dsszes
UVR8 aranya minden minta kiinduldsi &llapotahoz (30 min UV-B kezelés utan)
viszonyitottunk. Az kék oszlop az YFP-UVR8(3xSA), mig a narancssarga oszlop a YFP-
UVR8(3xSA) véltozatot kifejez6 névényeket jeloli. A hibasavok standard hibat mutatjak. A
statisztikai elemzést Student-féle t-probaval végeztik el, ez alapjan a YFP-UVRB8(3XSA) és a
YFP-UVR8(3xSA) vonalak hipokotilhossza kdzt szignifikans kiilonbség van (* p<0,05).
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7. Az eredmények értekelése

A Kkiserleti rendszeriinket az alapjan allitottuk be, hogy hogyan tudjuk az UVR8
molekula foszforilalt és nem foszforilalt allapotat utanozni gy, hogy kicseréljuk a szerin
aminosavait. Ennek érdekében olyan genetikai hattérben fejeztik ezeket a mddositott UVR8
molekulékat, amely endogén UVR8-at molekulat nem tartalmaz, igy annak zavard hatasatol
mentesen tudunk fiziol6gids vizsgalatokat végezni. Ez a kisérleti elrendezés széles korben
elterjedt, hasznaltuk csoportunk kordbbi munkaiban (Bernula és mtsai., 2017; Vanhaelewyn,
Bernula, és mtsai., 2019; Vanhaelewyn, Viczian, és mtsai., 2019), illetve masok is alkalmaztak
(Fang és mtsai., 2022; Lin és mtsai., 2020).

Az YFP-hez kapcsolt kiilonbozé UVR8 véltozatokat tartalmazé ndvényvonalakbdl
western-blot analizis soradn valasztottuk ki azokat, amelyekben kozel azonos mennyiségii
fehérje termel6dott és a késobbi kisérleteket ezekkel hajtottuk végre. Mivel a fotoreceptorok a
fotomorfogenezis pozitiv szabalyozéi, a nagyobb mennyiségben jelen 1évé aktiv fehérje
er6sebb valaszreakciot okoz(Heijde és mtsai., 2013). Ezért volt tehat fontos szempont, hogy az
0sszehasonlitandd transzgénikus ndvényvonalakban a kiméra YFP-UVR8 fehérjék mennyisége
kozel azonos legyen.

Az UVR8 fotomorfogenezisben bet6ltott funkcidjat a hipokotilmegnyulas gatlasara
kifejtett hatasan keresztull mértiik le. A korabbi munkakkal 6sszhangban azt értékeltiik, hogy a
fehér fénnyel egyitt adott UV-B megvilagitas képes-e kivaltani a fotomorfogenikus valaszt,
azaz gatolni a csirandvények hipokotiljanak a megnyulésat (Bernula 2017, Favory 2009).
Megfigyeltik, hogy az UVR8(3xSA) valtozat hatékonyabban UV-B-fiiggé jelatvitelt tud
irdnyitani, mint az UVR8(3xSD), mivel az UVR8(3xSA)-t kifejez6 novények hipokotiljai
jelentdsen rovidebbek voltak, mint az UVRB8(3xSD)-t kifejezoéké. Ebbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a nem foszforilalt allapott UVR8 molekula hatékonyabb
fotomorfogenikus valaszokat valtott ki, mig a foszforilalt allapotot utanzé 3xSD nem tudta
megfeleléen érzékelni az UV-B jelet.

Régota ismert teny, hogy a CHS mRNS mennyisége UV-B sugarzas hatasara UVR8-
fiiggden né (Frohnmeyer és mtsai., 2002; Gruber és mtsai., 2010), ezért mi is megmértik ezt a
valaszt a vizsgalt csirandvényekben. Eredményeink elemzése utan azt a kovetkeztetést
vonhatjuk le, hogy az UVR8(3xSA) vonal majdnem ugyanannyi mennyiségii CHS mRNS-t
tartalmazott, mint a vad tipust Col, mig az UVR8(3xSD) véltozatban szinte alig emelkedett

meg a CHS mRNS mennyiség UV-B kezelés hatasara. Mivel, hogy a foszforilalt UVR8 nem
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képes hatékony jelatvitelre, a CHS mennyisége sejtekben alacsony, emiatt azt valdszinisitjiik,
hogy ha az UVRS8 foszforilalt, akkor nem indulnak be a névényi sejten beliil a védekezd
mechanizmusok, mint példaul a fotoprotektiv pigmentek termelése. Ennek a jelenségnek a
vizsgalata azonban tovabbi kisérletek elvégzését igényli.

A fent leirt jelenségek magyardzatit az eldzetes eredmények alapjan kerestiik.
Csoportunk korabbi eredményei azt mutattak, hogy éleszté kettés-hibrid rendszerben a RUP2
az UVR8(3xSD) valtozathoz erésebben kot6édik, mint az UVR8(3xSA)-hoz. Mivel a RUP2
szerepe az, hogy hozzakapcsolodik az UVRE monomerekhez €s eldsegiti azok dimerizacidjat,
ezaltal csokkenti az UVRS jelatvitel intenzitasat (Heijde & Ulm, 2013), ezért az altalunk
eldallitott UVRS valtozatok, ezért vizsgaltuk meg az altalunk eldallitott UVRS8 valtozatok
ezeknek dimerizaciojat ndvenyi rendszerben. Azért ezt a kisérleti rendszert hasznaltuk, mert
ebben val6shoz kozeli sugarzési viszonyok kodzott, figyelhetjiik meg, hogy hogyan véltozik az
UVRS aktiv formajanak a mennyisége a névenyi sejtekben. Hasonlo Kisérleti rendszert masok
is hasznéltak korabban (Tissot ¢s Ulm, 2020). A 3xSA, azaz a nem foszforilalt allapotot mutatd
valtozatok esetében lassabb dimerizacio vehetd észre, mint a foszforilalt allapotot utanzé 3xSD
valtozatok esetében. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a foszforilalt allapot feltehetéen a
RUP1/2 erésebb kotédését eredményezi a monomerek C-termindlisahoz, ami hatékonyabb
dimerizaciét eredményez. Ezt a feltételezésiinket tamasztja ala az a tény, hogy az altalunk
azonositott foszforilalt aminosavak az UVR8 C-terminalis régiojaban talalhatok, ahova a RUP
fehérjék kapcsolddnak (Wang és mtsai., 2023). Igy tehat a foszforilalt UVR8 nem tudja hossz
tavon fenntartani a jelatviteli folyamatok miikodését, mert a monomerjei tal hamar
visszaalakultak eredeti, inaktiv, homodimer allapotukba.

Egy nemrég megjelent tanulméanyban (W. Liu és mtsai., 2024) az UVR8 S402
foszforilacidjanak hatésait vizsgaltak, és azt tapasztaltak, hogy a foszforilaciot utanzé S402D
forma erésebben kotédik a RUP fehérjékhez, de nem dimerizalodik gyorsabban, mint a nem
foszforilalt., illetve ez a két modositott UVRE nem képes eltéré fotomorfogenikus valaszok
kivaltasara. A kutatdsunk sordn mi a 3 egymas kozelében 1évé szerin foszforilacios allapotat
egylitt valtoztattuk meg, ezzel pedig megmagyarazhatd, hogy miért kaptunk eltérd
eredményeket. Adataink értelmezése tovabbi vizsgalatokat igényel.

Osszegezve a kapott eredményeinket kijelenthetjik, hogy az UVRS8 3 kiemelt helyzetii
szerin aminosavanak a foszforilacidja jelentés mértékben csokkenti annak aktivitasat, a RUP2
altali inaktiv formaba alakulas révén. Ez a mechanizmus az UV-B jelatvitelének egy 0j tipusd
szabalyozasi lehetdségét jelenti és a jovOben részletesen vizsgalni kell a novények UV-B

sugarzasra adott valaszainak jobb megértéséhez.

27



8. Osszefoglalés

Eredményeink arra utalnak, hogy az UVR8 foszforilalt és nem foszforilalt allapota
kdzott funkciondlis kildnbség van: a foszforilalt allapot kevésbé hatékonyan mitkodik, mint a
nem foszforilalt. igy tehat ravilagitottunk arra, hogy a poszttranszlacios modositasok hogyan
képesek befolyasolni az UVR8 miikodoképességét. Ez a megfigyelés Uj szabalyozési
mechanizmusok kutatasa el6tt nyithat teret. Mivel a foszforilacioért kindz enzimek felel6sek,
ezek mitkodésének szabalyozasa az UV-B érzékelésre is kihathat. A kozelmultban jelent meg
kettd publikdcio, melyek részletesen bemutatjdk, hogy a vords és tavoli voros fényt érzékeld
fitokrom fotoreceptorok B foszforilaciojat végzo kinazok aktivitasat a sejten beliili s6 (X. Liu
és mtsai., 2023), illetve a Ca?* szint szabalyozzdk (Zhao és mtsai., 2023). Ezéltal ezek a
kornyezeti tényezOk hatnak a fitokrém B jelatvitelére, igy a fotomorfogenezisre. Feltételezziik,
hogy ehhez hasonloan, kiilonbozo jelatviteli utak kapcsolddasi pontja lehet az UVRS
foszforilaciéja is. Annak bizonyitasa azonban, hogy a foszforildlodas folyamatat egyéb
kornyezeti tényezok (példaul: szarazsag, sostressz stb.) hogyan befolydsoljak az UVRS
jelatvitelét az azt foszforilald kinaz aktivitdsdnak modositasan keresztil, tovabbi vizsgalatokat
igényel.

A kiilonb6z6 poziciokban elhelyezkedd szerin molekulak modositasdnak hatdsai még
tovabbi vizsgalatokat kivadnnak a pontos mechanizmus kideritése érdekében, de ezzel a
kutatassal megallapithattuk a jelent6s kiilonbségeket a foszforilalt és nem foszforilalt allapotok
kdzt mind a morfoldgiai, mind az anyagcserében bekdvetkezett valtozasok alapjan. Tovabbi
poszttranszlaciosan modositott aminosavak azonositdsa varhatd a jovoben, az ezekhez
kapcsolddd szabalyozasi modok felismerésével. Ezek a kutatdsok hozzajarulhatnak az UVR8
molekula mikddésének mélyebb megértéséhez, valamint a mezdgazdasag fejlesztéséhez, UV

stressz ellen hatékonyabb védekezéshez.
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A 36. OTDK

BIOLOGIA SZEKCIO FELHIVASANAK
2. SZAMU MELLEKLETE

TETELES SZERZOI HOZZAJARULAS

Alulirott Sipes Lilla nyilatkozom, hogy a 36. OTDK-ra benyajtott Az UVRS fotoreceptor

foszforilaciojanak élettani hatisai Arabidopsis thaliana csiranévényben cimil palyamunkamban

leirtak esetében az alabbi munkafolyamatok elvégzésében vettem részt:

Részfeladat!”

A részvétel mértéke
(dtfokozatii skalan® jellemezve)

Magok sterilizalasa és a csiranévények felnevelése steril
kortilmeények kozt.

5

A western-blot reakciokhoz felnevelt névényi mintdak

vizsgalatok.

begyiijtése és a fehérjeextraktumok elkészitése. ’
Fehérje mennyiség mérés és a fehérjeextraktumok 5
koncentraciojanak meghatarozasa.

Hipokotilhossz méréshez sziikséges ndvényi minta nevelése

és begyiyjtése. Hipokotilhossz mérése szamitogépes 5
programmal.

A fehérjemintak gél-elektroforézise, blottolasa és elemzése 5
western-blot hibridizdacioval.

Az adatok statisztikai feldolgozdsa. 3
Ossz-RNS tisztitas csiranévényekbdl és qRT-PCR 5

Kelt: 2024.03.27, Szeged

A nyilatkozatban foglaltak helyességét
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alairasa
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SZTE, TTIK, Novénybiologia Tanszék
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