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ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

Az ¢éldlények tulélésének alapvetd feltétele, hogy pontosan érzékeljék és
valaszoljanak kornyezetiik valtozasaira. A kdrnyezeti tényezOk kozott a fénynek
kiemelkedd fontossaga van a napenergiat kozvetleniil megkdtni, és azt mas
¢l6lények szamara felhasznalhaté kémiai energiava atalakitani képes novények
szamara. Fénykornyezetiik folyamatos ellenérzésére a ndvények kifinomult
fényérzékeld rendszereket fejlesztettek ki. Harom ismert novényi fotoreceptor
csalad “figyeli” a foldfelszinre jutd napfény szinte teljes spektrumat: a fitokromok
(PHY) a voros/tavoli-voros, a kriptokromok (CRY) és fototropinok (PHOT) pedig
a kék/UV-A taromanyaban érzékenyek. A fény detektalasa ezen fotoreceptorokon
keresztiil 0sszetet jelatviteli Gtvonalakat aktival mely végiil nagyszami génnek és
szinte minden fontosabb biokémiai itvonalnak a szabalyozasat eredményezi.

Az egyik legjobban tanulmanyozott fény altal szabalyozott folyamat a
fotomorfogenezis, vagy de-etiolacio. Ennek soran a ndvények a sotétben novekvo,
endospermiumfiiggd embriobol fényben névo, donnfentartd fotoautotroffa fejlédnek.
Ez az alapvetd novekedés- és fejlodésbeli valtozas nagymértékben a fotoreceptorok
és az altaluk szabdlyozott jelatviteli utvonalak szabalyozasa alatt all. Ezen
jelatviteli folyamatok két szerepldjének kulcsfontossagli szerepe jol ismert. A HY'S
(ELONGATED HYPOCOTYL 5) bZIP tipusu transzkripcios faktor egy
elengedhetetlen pozitiv szabalyozé komponense a fény indukalta génexpresszidnak
¢és fotomorfogenezisnek. A hy5 mutansok fény jelenlétében is részlegesen etiolalt
fenotipussal rendlekeznek ami arra utal, hogy a HYS tobb fotoreceptor csalad
jelatvitelében is részt vesz.

A fény szignaltranszdukciés ttvonalainak masik alapvetd fontossagu
szabalyozoja a COP1 (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1) E3 tipusu
ubiquitin ligaz. A COP1 a fotomorfogenezis kozponti represszoraként miikodik.
Sotétben ubiquitinnel jeloli meg a HYS5-6t, és a fény valaszok mas pozitiv
szabalyoz6 faktorait, mely azok proteaszomalis degradacidjahoz vezet.
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Fényérzékelés hatasara a COP1 sejtmagi export Gtjan inaktivalodik, a represszalt
pozitiv szabalyozok gatlasa feloldodik és a fény fiiggd transzkripcio beindul. Bar a
copl null mutaciok letalisak, a hipomorf cop! allélokat hordoz6 névények a fény
teljes hianyaban is fotomorfogenikus fejlédésen mennek keresztiil. Ezzel szemben
a cop]g’d'j mutans sotétben normalis etiolalt novekedést mutat, mig, hasonldéan a
tobbi életképes cop! mutanshoz, rendkiviili fény-tilérzékenységgel rendelkezik. A
COPI1 funkcidjanak tobb szabalyozoja is ismert a lathatd fény/UV-A jeatvitelben,
melyek mindegyike egyrészt szabalyozza a COP1 miikddését masrészt pedig
elengedhetetleniil sziikséges is ahhoz. Ezek a négy tagot szamlalo SPA
(SUPPRESSOR OF PHYA) fehérje csalad, és két multifehérje komplex: a CSN
(COP9 SIGNALOSOME) ¢és a CUL4-RBX1-CDD (CULLIN4-RING-BOX 1-
COP10-DDBI-DET1) komplex.

Az ultraviola (UV) sugarzas a foldfelszinre jutdé napfény rendkiviil 1ényeges
részét képezi. Mivel a sztratoszférikus 6zon réteg a 290 nm-nél rovidebb
hulldmhoszzusagu sugarzast teljes mértékben elnyeli, csak az UV-B (280-320 nm)
tartomany hosszabb hullamhosszusagi része és a teljes UV-A (320-400 nm)
tertomany éri el a foldfelszint és igy rendelkezik biologiai jelentGséggel. A
novények, mint fotoautotrof és helyhez kotott szervezetek sziikségszeriien kitettek
a fényspektrum ezen tartomanyanak is. Az UV sugarzasnak az é16 szervezetekre
gyakorolt karos hatasai, melyek gyakorlatilag minden fontosabb biomolekula és
sejtalkotd sériiléséhez vezethetnek, jol ismertek. Az alacsony szintli (hosszabb
hulldmhosszusagu, kis dozisu) UV-B sugarzas azonban nemcsak kdrnyezeti stressz
tényez6, hanem a fejlodést specifikusan szabalyozo informacids szignal is mely
specifikus szabalyozasi mechanizmusokat is indukal, hasonléan az ismert
fotoreceptorok altal detektalt lathato és UV-A fényhez.

Az egyik ilyen, a karosodasoktol fiiggetlen, szabalyozott UV-B valaszreakcio a
a fenilpropanoid bioszintézis aktivalasanak koszonhetden megemelkedett
flavonoidtermelés. A flavonoidok az igen hatékony UV-B elnyelésiik maitt un.

"UV-szlird” pigmentekként miikodnek. A flavonoid bioszintézis egyik fo
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két fehérje direkt interakcidja UV-B jelenlétében. Tovabbi biokémiai, sejtbiologiai
és genetikai vizsgalatok a teljes genom szintii transzkripcids vizsgéaltokkal egyiitt
nagymértékben segiteni figjak ezeknek a kérdéseknek a megvalaszolasat.
Osszefoglalva: az itt bemutatott munka az Arabidopsis thaliananak az
alacsony szinti UV-B sugérzasra adott transzkripcios €s fiziologiai valaszrakcioba
nyujt bepillantast. A HYS5 transkripcios faktor és a COP1 ubiquitin ligaz
1étfontossagu pozitiv szabalyozoé feladatokat toltenek be ezekben a folyamatokaban,
melyek soran a COP1-nek egy 1j, eddig még nem ismert funkcidja fejezédik ki. A
COP1-HYS szignal transzdukcids ttvonalon keresztil miikodé UV-B jelatvitel
elegedhetetlen a karosito UV-B sugarzas elleni védelem kialakitasdhoz, az UV

tolerancia kifejlodéséhez.

AZ ERTEKEZES TEMAKOREHEZ KAPCSOLODO
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sebességmeghatarozé enzime a CHS (CHALCONE SYNTHASE), mely egy jol
megalapozott modlellként szolgdl az UV-B és mas fénytartomanyok
kolcsonhatasainak vizsgalatara. A CHS génexpresszié szabalyozasat az UV-B,
PHY és CRY jelatviteli haldzatok kdlcsonhatasai egyiittesen befolyasoljak.

A névények UV-B sugarzasra adott morfogenikus valaszreakcioinak vizsgalata
a ndvényi molekularis biologiai kutatasoknak egy 1j teriilete. Ezen kdrnyezeti
tényez6 érzékelésében és jelatvitelében szerepet jatszo komponensek ezidaig alig
ismertek, amit legjobban a molekuldrisan azonositott UV-B fotoreceptor hidnya
példaz.

E tanulmany célja volt, hogy mélyebb betekintést nyutson az UV-B sugarzas
érzékelésének és jelatvitelének hatterében 1évé molekularis mechanizmusokba, és
hogy ravilagitson ezeknek a lathato és UV-A fény szabalyozta folyamatokhoz valo
viszonyara. Els6ként az alacsony szintt UV-B altal kivaltott transzkripcios
valtozasok vizsgala keriilt kitlizésre, mely tovabbi alapot biztositott lehetséges 1
komponensek azonositasara ¢s jellemzésére. Ezek alapjan tovabbi cékitlizésként a
COP1 ¢és a HY5 UV-B jelatvitelben betoltott szerepének és viszonyanak a

felderitése szerepelt.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Novényi anyag és mikroorganizmusok

Ezen munka soran harom vad Arabidopsis thaliana dkotipust (Columbia [Col],
Landsberg erecta [Ler] és Wassilewskija [Ws]), illetve ezek kiilonb6zo,
nyilvanosan hozzaférheté mutans valozatait hasznaltuk. Az Echerichia coli TOP10,
DH5a ¢és DB3.1 torzseit kiilonféle klonozasi célokra, mig az S17-1 torzset az

Agrobacterium konjugécidjara hasznaltuk. Novények transzformalasara az

Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pMP90RK) torzsét hasznaltuk.



Molekuléaris biologiai és mikrobialis médszerek

A nukleinsavak izolalasa és manipulalasa (plazmid DNS tisztitds, névényi
kromoszéma DNS izolalas, RNS kivonas, restrikciés endonukleaz emésztés,
elektoforetikus elvalasztas, DNS fragmentum izolalas, polimeraz lancreakcio,
szekvenalas), fehérjék izolalasa, az E. coli transzformalasa és az A. tumefaciens
konjugacidja a molekularis biologidban és a mikrobioldgidban széles kdrben
alkalmazott eljarasoknak, az irodalomban szerepld technikdknak és a kiilonbozd

gyartok javaslatainak megfelelden keriiltek kivitelezésre.

RNS gél blot analizis

10 pg teljes RNS kivonatot 1%-os formaldehid-agaréz gélen elvalasztottunk,
majd mostunk és kapillaris transzfer segitségével Hybond N+ nylon membranra
blottoltunk 10xSSC pufferben. Az UV-keresztkdtott membranokat eldhibridizalast
kovetden ejszakan at hibridizaltuk S5xDenhardt reagenst tartalmatd hibridizacios
pufferben radioaktivan jeldlt génspecifikus DNS probaval. A membranokat mosast
kovetden autoradiografiaval detektaltuk. A tobbszori hibridizalashoz a mebranokrol

az el6z6 probakat eltavolitottuk, €s a membranokat ujra hibridizaltuk.

Immunoblot analizis (Western blot)

A 20-30 pg teljes sejtfehérje kivonatot SDS-PAGE segitségéval valasztottuk
el, majd éjszakan at elektroforetikus folyadéktranszferrel polivinilidén difluorid
(PVDF) memebranra blottoltuk. A fehérje blottokat fajlagos anti-HYS
(Eurogentec), anti-CHS ¢és anti-Aktin (Santa Cruz) poliklondlis valamint anti-GFP
(Babco) monoklonalis elsddleges antitestekkel, majd torma peroxidazzal kapcsolt
nyal (anti-HYS ellen), kecske (anti-CHS és anti-Aktin ellen) és egér (anti-GFP
ellen) masodlagos immunoglobulinokkal inkubaltuk. Az "ECL+ Western blotting
and detection system”-et (Amersham) hasznaltuk a blottok kemilumineszcens
detektalasara. Az antitest inkubaciokat és mosasi 1épéseket is ezen kit javaslatai

alapjan végeztiik.

fény jelatviteli folyamatai kozos szereploket hasznalnak de  eltérd
mechanizmusokon keresztiil.

Tobb eredmény is arra utal, igy példaul a hy5 mutansokban fennmaradd
génaktivacio, hogy a HYS5-6n kiviil mas faktorok is szabalyozzak a HYS fiiggd
gének UV-B indukalt transzkripcidjat. Ezzel Osszangban a vizsgéalataink azt
mutatjak, hogy a HYH (a HYS5 lekozelebbi homologja) kis mértékben hozzajarul

Az UV-B jelatvitelben részt vevd tovabbi szereplok sziikségességére utalnak
azon vizsgalataink, melyek kimutattak, hogy a HY5 taltermelése 6nmagaban nem
elégséges megnovekedett UV-B valasz kivaltasahoz, vagyis a HYS bar sziikséges,
de nem elégséges az UV-B idukalt transzkripcio szabalyozasahoz. Ez kiilonosen
érdekes abbol a szemponbol, hogy a HYS5-bél hianyzik a bZIP transkripcios
faktorokra jellemz6 prolinban és savas karakterli aminosavakban gazdag
transzaktivaciés domén. Mindez arra utal, hogy mas szabalyozé komponenseknek a
HY5-vel valo egyiittmtkodése sziikséges a HYS altal szabalyozott gének UV-B
altali aktivalasahoz. Ezen komponensek jovObeni azonositasat nagymértékben
segiteni fogjak a laboratériumunkban elvégzett genom szintli UV-B expresszios
analizisek eredményei.

Eddigi eredményeink alapjan feltétezziik, hogy az UV-B jelatvitel egyik fontos
eleme a COP1 funkcidjanak szabalyozasa. Ennek célja: a) egyrészt a HYS
transzkripcidjanak indukcidja egy ezidag még ismeretlen mechanismus altal, mely

torténhet a HY5 expresszidjat szabalyozo esetleges represszor UV-B indukalt

s

crer

biztositasa a COP1-nek a HYS ellen iranyuld degradativ funkcidjanak a gatlasaval.
A COPI1 funkciéo UV-B hataséra torténd megvaltoztatasanak modja lehet a COP1
biokémiai aktivitdsanak modositasa vagy target affinitds megvaltoztatasa példaul
poszt-transzlacios modositasok altal vagy akar alternativ, UV-B specifikus COP1

komplexek dsszeallasan keresztiil. Nyitott kérdés még a COP1-HY5 viszonyaban a
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pozitiv szabalyozoként mikddik az UV-B szignal transzdukcid soran. Az utdbbi
eset éles ellentétben all a COP1 eddig ismert funkcidjaval, mely a HYS
transzkripcidjanak aktivaciojahoz sziikséges. Eredményeink alatamasztjak tovabba,
hogy a COP1-t6] fiiggd transzkripcios aktivacidja mellett a HYS fehérje szinten is
stabilizalodik UV-B jelenlétében. Ennek alapjan feltétlezziik, hogy az UV-B
sugarzas a COP1-nek a HYS5 ellen irdnyul6 degradtiv funkci6jat gatolja.

Vizsgalataink igazoltdk, hogy a COP1 az UV-B altal indukalt gének egy
szélesebb korének, mig a HY5 azok sziikebb korének aktivaciojahoz sziikséges.
Ezen eredmények a COP1 és a HYS UV-B jelatvitelben betoltott egymast kovetd
szabalyoz6 szerepére utalnak. copl-4 és hy5-1 mutansokon végzett RNS gél blot és
Western blot vizsgalatok valamit flavonoid termelés mérések kimutattdk, hogy a
CHS gén aktivacidjahoz és megemelkedett fehérje termeléséhez, valamint az ebbdl
adodo megnovekedett flavonoid akkumuldcidhoz a HYS5 gén indukcidja és fehérje
termelése sziikséges, ami viszont funkcionalis COP1 fehérjét igényel. Ez a COP1-
HYS5 utvonal tehat sziikséges az UV-B sugarzas karositd hatasaival szembeni
védelem kialakitasahoz és igy a névények taléléséhez.

Erdekes, hogy ellentétben a tobbi vizsgalt életképes copl muténssal, a copl“?,
bar lathaté fényben hiperszenzitiv cop fenotipusa van, az UV-B valaszok
tekintetében vad fenotipust mutat. Mindez arra utal, hogy a COP1 kiilonb6z6
szerkezeti elemeinek eltérd szerepe lehet az UV-B és a lathatd fény kozvetitette
jelatvitel szabalyozasaban.

A COPl-nek a lathato fény jelatvitelében betoltott funkcidjahoz
elengedhetetlen fehérjék és fehérje komplexek mutansainak (spal234, csn5a és
detl-1) transzkripcids vizsgalatabol szarmazo eredmények arra engednek
kovetkeztetni, hogy ezek a komonensek (a SPA fehérjék, a CSN és a CUL4-
RBX1-CDD E3 ubiquitin ligdz komplex) a COP1 UV-B-ben betdltott szerepének

szabalyozasaban nem vesznek részt. Ez alatamasztja, hogy az UV-B ¢és a lathato
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Flavonoidkivonas és mérés

30-50 darab négynapos csirandvény tomegét megmértilk, majd 500 pl
flavonoid extrakcios pufferrel a flavonoid tartalmukat kivontuk amit
paptirkomatografias eljarassal 15%-os (v/v) ecetsav jelenlétében elvalasztottunk.
Az UV-A fény alatt biborszinii flavonoidokat izolaltuk, visszaoldottuk és

abszorbanciajukat (360 nm) spektrofotométerrel meghataroztuk.

Novények nevelése és UV-B kezelések

A felszin-sterilizalt Arabidopsis magok csirazasat indukaltuk, majd steril
koriilmények kozott csiraztattuk és neveltiik MS agar lemezeken 25°C-on standard
fénykamraban vagy a keskenysavi UV kamraban. A kisérletekhez 4 illetve 7 napos
csirandvényeket hasznaltunk. Az UV-B kezeléseket két kiilonbozo UV-forrassal
végeztik: egy szélessava UV-forras szolgalt a 15 perces, mig egy keskenysavi
UV-forras a folyamatos kiegészitd (fehér fény + UV-B) kezelések kivitelezésére. A

kiilénbdz6 UV-B tartomanyokat 3 mm-es tivegszlirdk hasznalataval allitottuk eld.

Transzgénikus novények eloallitasa

A virdgzat merités” modszerét hasznaltuk az Arabidopsis novények
transzformalasara. A megfeleld binaris vektorokat hordoz6 és igy a transzformalt
novények szelekcidojahoz higromicin rezisztenciat biztositd binaris vektorokat
tartalmazo Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzset alkalmaztuk. Az elsédleges
trnaszformansokat a rezisztencia alapjan szelektaltuk, majd genetikailag igazoltuk,

hogy egy lokuszon integralva hordozzék a transzgént.

Epifluoreszcens és fény mikroszképia

Az 1-3 db csirandvényt iiveg targylemezen, vizben vizsgaltuk Axioscope II
(Zeiss) epifluoreszcens ¢és  “differencial interference contrast” (DIC)
mikroszkoppal, mely HBO 100 higany ivfény lampaval, standard YFP és Rodamin

filterkészlettel valamint 63x Plan-Apochromat olaj immerzids objektivvel
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(N.A.=1.4) volt felszerelve. A felvételek készitéséhez AxioCam digitalis kamerat
(CCD pixel méret=6.7 pum; Zeiss), Axiovision programot (v2.0.6.1; Zeiss) és
ImagelJ 1.37v programot (http://rsb.info.nih.gov/ij/) hasznaltunk.

EREDMENYEK

Az alacsony szintii UV-B indukalta transzkripcios valtozasok viszgalata
Héarom kiilonbz6 6kotipushoz tartozo vad tipusu Arabidopsis csirandvényeket
kezeltiink alacsony szintii UV-B sugarzassal, ¢s az ezekbdl szarmzo teljes RNS
kivonatokat RNS gél blott analizissel vizsgaltuk. Az eredmények egyértelmiien
kimutattadk, hogy midharom okotipusban a kezelés egy géncsoport gyors és
atmeneti indukcidjat eredményezte. Ezen gének egy jelentOs része transzkripcios
faktorokat kodol. Erdekes modon az indukalt gének egy alcsoportja gyengébb
indukciéval valaszol az erdsebb (rovidebb hullimhosszi) UV-B sugarzasra, mig
ugyanerre a stimulusra egy masik alcsoport indukcidja valtozatlan marad, vagy

még erésebb valaszt mutat.

Az ismert fotoreceptorok és a DNS karosodast kozvetité folyamatok szerepe az
UV-B indukalta transzKkripcié szabalyozasaban

Az ismert fotoreceptorok és a DNS karosodast kozvetité folyamatok lehetséges
szerepének visgalata érdekében fotoreceptor mutansokat (phyAphyB, crylcry2 és
photlphot2) és DNS a javitd mechanizmusukban érintett mutansokat (uvriuvr2 és
uvrluvr3) tettiink ki alacsony szinti UV-B kezelésnek, majd vizsgaltunk RNS gél
blott analizissel. A vizsgalt UV-B indukalt gének transzkriptuma mindegyik
mutdns esetében a megfeleld vad tipushoz hasonlé mértékben akkumulalodott a
kezelés hatasara. A crylcry? mutans esetében azonban a vizsgalt gének egy
csoportjanak expresszidja a hosszabb hullamhosszt UV-B tartomény irdnyaba

enyhén eltolodott mintazatot mutatott.

endogén HYS fehérje UV-B altal kivaltott termel6dését a miikodoképes YFP-
COP1-et taltermeld vonalakban igazoltuk.
9. Kimutattuk, hogy a spal234, csn5a és detl-1 mutansok az UV-B kezelésre a

vad tipushoz hasonld transzkripcios valaszreakcioval reagalanak.

KOVETKEZTETESEK ES JAVASLATOK

Ez a munka az alacsony szintli UV-B sugarzas altal kivaltott transzkripcios
valtozasokat jellemzi, és bemutatja a HYS transzkripciés faktor és a COP1 E3
ubiquitin ligaz szerepét és kapcsolatat az UV-B jelatvitelben.

Az UV-B sugarzas altal indukalt gyors és atmeneti transzkripcios valtozasok,
illetve a transzkripcids faktorok szamottevd jelenléte az UV-B indukalt gének
kozott arra utal, hogy hasonloan a lathato fény jelatviteli folyamataihoz, az UV-B
hatasara is Osszetett szabalyozasi halozatok aktivaléodnak. Az UV-B altal indukalt
gének két alcsoportjanak az UV-B hullamhosszatol fliggd eltérd szabalyozasa arra
enged kovetkeztetni, hogy legalabb két kiilonb6zd, egymassal kolcsonhatdo UV-B
érzékelo ¢€s jelatviteli rendszer miikodik az Arabidopsis thalianaban. Ezen
transzkripcidos valaszoknak az ismert fotoreceptoroktdl valé fliggetlensége
alatamasztja azt az elképzelést, miszerit egy (vagy tobb) fajlagos UV-B
fotoreceptor felelés ezek szabalyozasaért. Az expresszios mintazatoknak a vad
tipustdl valo eltérése a crylcry2? kettds mutansban a kriptokrom és az UV-B
jelatviteli kaszkadok lehetséges kdlcsonhtasara utal. A DNS javitd6 mechanizmusok
mutanasainak a vad tipushoz hasonld transzkripcids valaszreakcidja tovabba azt
mutatja, hogy az altalunk vizsgalt folyamatok fiiggetlenck az altalanos DNS
karosodast kozvetitd jelatviteltol.

Biokémai, sejtbiologiai és fizioldgiai vizsgalataink igazoltak, hogy a lathato
fény/UV-A jelatvitel két kulcsfontossagi szabalyozodja, a HYS és a COPI,
elengedhetelen szerepléi az UV-B jelatvitelnek is. Mind a HYS5 mind a COP1
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is részt vesznek-e. A spal234 négyszeres, €és a csnda és detl-1 egyszeres mutansok
RNS gél blot analizise kimutatta, hogy ezekben a mutansokban a vizsgalt gének

UV-B indukcidja a vad tipushoz hasonléan ment végbe.

Uj tudomanyos eredmények

1. Leirtuk és jellemeztik az alacsony szintli UV-B sugarzas altal kivaltott
transzkripcids valtozasokat. Igazoltuk, hogy ezek filiggetlenek az ismert
fotoreceptoroktdl és a DNS karosodast kozvetitd jelatviteltél. Kimutattuk,
hogy ezen UV-B indukalta gének két alcsoportja az UV-B hullamhosszatol
(er6sségétol) fiiggden eltérden szabalyozodik.

2. A HYS5 transzkripcios faktor génexpresszidjanak UV-B hatdsara torténd gyors
¢és atmeneti aktivaciojat és megemelkedett fehérje termelését bizonyitottuk.

3. Igazoltuk, hogy a /y5 null mutansokban az UV-B indukalta gének egy része
nem vagy csak kis mértékben aktivalodik. Ezen gének egy csoportjan (pl.
CHS) bemutattuk, hogy UV-B indukcidéjuk a HY5 aktivaciojat idében koveti.
Kimutattuk a HY'S fehérje UV-B jelenlétében torténd stabilizaciojat.

4. A hy5 null mutansok drasztikusan csokkent UV-B-fiiggé flavonoid termelését

5. Kimutattuk, hogy a miikodéképes HY5 fehérje taltermeltetése Gnmagaban nem
elegend6 az UV-B valaszok magasabb szintli aktivalasdhoz. A HYH UV-B-
ben betdltott kisebb mértéki szabalyozo funkcidjat bemutattuk.

6. Igazoltuk, hogy bizonyos cop! mutinsokban az UV-B indukalt gének széles
korének, beleértve a HY5-0t is, transzkripcids aktivacidja nem torténik meg
UV-B hatasara. Ezekben a mutansokban nem emelkedik meg a flvonoid
termelés UV-B jelenlétében.

7. Kimutattuk, hogy a copl“® mutins a vad tipushoz hasonlo UV-B
valaszreakciokat mutat.

8. Bizonyitottuk mind a HY5-YFP mind az YFP-COP1 fehérjéknek az UV-B

hatasara torténd sejmagi feldusulasat. A vad tipushoz hasonldé mértéki
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A HYS bZIP transzkripcids faktor UV-B indukcidja

A génexpresszios vizsgalataink kimutattdk, hogy a fotomorfogenezis
kulcsfontossagu szabalyozojanak, a HYS transzkripcios faktornak az expresszidja
alacsony szinti UV-B sugarzas hatasara aktivalodik. Western blot vizsgalatokkal
igazoltuk tovabba, hogy kiegészit6 UV-B kezelést kovetéen a HYS fehérje
megemelkedett termelése is mar 2 déraval a kezelés megkezdése utan kimutathato.
Igazoltuk azt is hogy UV-B sugarzas jelenlétében a fehérje mennyisége magas
marad még akkor is, amikor a HY5 mRNS mennyisége az alap szintre all vissza.

A HYS5 fehérje sejten beliili lokalizaciojanak vizsgalata érdekében stabil
transzgénikus vonalakat hoztunk létre, melyek a Ay5-/ mutans hattérben a HYS
promoterének  iranyitasa alatt fejeznek ki egy HYS-YFP (YELLOW
FLUORESCENT PROTEIN) fuzios fehérjét (hy5-1/Proyys:HYS-YFP). Az YFP
fluoreszcencidjanak fluorescens mikroszop segitségével torténd detektalasan
keresztiil a HYS fehérje sejten bliili elhelyezkedése meghatarozhatd. A transzgén
funkcioképességét komplementacios vizsgalatokkal igazoltuk. Ezen vonalak

epifluoreszcens mikroszkopias vizsgalata a HYS-YFP fehérje 1-6 oran beliili

s

A HYS5 szerepe az UV-B vilaszreakciok szabalyozasaban

Hogy a HYS UV-B-ben betoltott szerepének jelentdségét megallapitsuk, hyS5-1
null mutinsok RNS gél blot vizsgalatdit és flavonoid termelésének mérését
végeztikk el. Kimutattuk, hogy a hy5-1 mutansban az UV-B indukalt gének egy
része nem, vagy csak nagyon gyengén aktivalodik az UV-B kezelések hatasara.
Ezek kozé tartoznak a flavonoid bioszintézis egyes résztvevoi, mint példaul a CHS.
A transzkripcids aktivacio elégtelenségével 6sszhangban a sy5-1 mutans flavonoid
termelése is jelentds mértékben elmaradt a vad tipuséhoz képest, és ezek a

ndvények sulyosan csokkent UV-B toleranciat mutattak.



A HYS5 szerepének tovabbi vizsgalatara a HYS5-6t thltermeld stabil
transzgénikus volnalakat hoztunk létre, melyek a CaMV 35S promoter segitségével
a hy5-1 mutans hattérben termelik tal a HYS fehérjét (hy5-1/Prosss:HYS5-YFP). A
transzgén funkcioképességét komplementacids vizsgalatokkal igazoltuk. Ezen
vonalak RNS gél blot analizisével a vizsgalt UV-B indukalt géneknek a vad

tipushoz hasoné mértéki transzkripcios aktivaciojat mutattuk ki.

A HYH szerepe az UV-B vilaszreakciok szabalyozasaban

RNS gél blot vizsgalatokkal kimutattuk, hogy némely HY 5-fiiggd gén esetében
egy fennmaradd kis mértékii UV-B indukcié megfigyelhetd6 maradt a hyS
mutansban. Ezért megvizsgaltuk annak lehet6ségét, hogy mas faktorok is
Korabbi eredményeink kimutattdk, hogy a HY5 legkdzelebbi homoldgjanak, a
HYH-nak (HY5-HOMOLOG), a transzkripciéja UV-B hatasara indukalodik. Ayh
egyszeres ¢és hyhhy5 kettds mutansok RNS gél blot vizsgalataval kimutattuk, hogy
a hy5 mutansban fennmaradd kismértékii UV-B indukalhatosag a hyhhy5 kettds
mutansban bizonyos gének esetében elveszett, mig masok esetében megmaradt.
Tovabba kimutattuk, hogy az UV-B indukalta flavonoid termelés tekintetében sem
a hyh nem tért el jelentdsen a vad tipusétdl, sem pedig a hyhhy5 kettdés mutans a

hy5 mutanstol.

A COP1 E3 ligaz szerepe az UV-B valaszreakciok szabalyozasaban

A HYS5-nek ¢és a COP1 E3 ligaznak a lathatdo fény jelatvitelének
szabalyozasaban ismert szabalyozasi kapcsolata alapjan megvizsgaltuk a COP1
lehetséges szerepét az UV-B valszreakciokban. Stabil transzgénikus vonalakat
allitottunk el6, melyek a copl-4 mutans hattérben a CaMV 35S promoter
szabalyozasa alatt taltermelik az YFP-COP1 fuzids fehérjét. A konstrukcid
mikddoképességét komplenetaciés vizsgalatokkal igazoltuk. Ezen vonalak

epifluoreszcens mikroszkdpias vizsgalatdval kimutattuk, hogy az YFP-COPI1
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fehérje megemlkedett vagy csokkent sejtmagi akkumulaciot mutatott a kiegészitd
UV-B kezelés jelenététdl illetve hianyatol fliggden.

Hogy a COPl-nek az UV-B-ben betoltott szerepének jelentségét
megallapitsuk, cop/ mutansok RNS gél blot és Western blot vizsgalatat valamint
flavonoid termelésének mérését végeztiik el. Kimutattuk, hogy a copi-4 és copl-1
mutansok esetében az UV-B indukalta gének széles korének, beleértve a HYS
fiiggd géneket és magadt a HY5-0t is, transzkripcids aktivacioja nem tortént meg az
UV-B stimulus hatasara. Ezekkel 6sszhangban igzoltuk tovabba, hogy a CHS gén
indukcidja és fehérje akkumulacioja, illetve at UV-B indukalt megemelkedett
flavonoid termelés sem miikodott ezekben a mutansokban, melyek csokkent UV-B
toleranciat is mutattak.

Ugyanezek a vizsgalatok a copl“” mutansban kimutattik, hogy ez a copl

mutans a vad tipushoz hasonlé UV-B valszreakciokkal rendelkezik.

A HYS fehérje stabilitaisinak és a COP1 funkcidéjanak viszonya az UV-B
jelatvitelben

Sejtbiologiai vizsgalataink kimutattak, hogy mind a COP1 mind a HYS nagy
mennyiségben halmozodott fel az UV-B kezelt ndvények sejtmagjaiban. Ez
ellentmondasban all a COP1 eddig ismert, a HY'S szabalyozasat biztositd represszor
funcidjaval. Ezért Western blot analizissel megvizsgaltuk az endogén HYS fehérje
szintjét olyan UV-B kezelt ndvényekben, melyek funkcionalis YFP-COP1 fehérjét
termeltek tul. Igazoltuk, ezekben a novényekben a HYS fehérje a vad tipushoz

hasonlé mennyiségben termel6dott.

A COP1 ismert szabalyozéinak szerepe az UV-B altal indukalt
transzkripciéban
A lathatd fény jelatviteli folyamatai soran bizonyos fehérjék és fehérje

komplexek a COP1 miikddéséhez és szabalyozasahoz elengedheteniil fontosak.

sy
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