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1. BEVEZETES ES CELKITUZES

Foldlnk nélkilozhetetlen energiaforrasa a fény. A Napbodl érkez6 fénysugéarzés alapvetd
energiat nyujt szinte az 6sszes él6 szervezet szdmara, bar kozillik csak a névények és néhany
baktériumfaj képes kozvetlenil elnyelni, és bioldgiailag felhasznalhatd kémiai energidva
alakitani. A fény azonban nem csak energiaforrés, amely a fotoszintézist iranyitja, hanem mint
az erzékelés legfontosabb kozege, kornyezetiinkrél alapveté informécidkat hordoz, tovabba a
kulonboz6 életfolyamatok szabalyozésanak is az egyik legfontosabb eszkdze. A ndvények
optimélis teljesitOképességének nélkuldzhetetlen feltétele, hogy képesek legyenek az &lland6an
véltozd kornyezeti tényez6k, koztuk a fénymin6ség, fénymennyiség, a megvilagitas
id6tartamanak allandd valtozasait pontosan érzékelni, és arra valaszolni. Erre a célra a névények
egy kifinomult fényérzékel6 rendszert fejlesztettek ki, amely folyamatosan ellen6rzi a kdrnyezet
fényviszonyait. A fitokromok a fényspektrumanak vorods és tavoli vords, mig a kriptokromok és
fototropinok a kék és UV-A régiok érzékelésére specializalodtak. Ezen fotoreceptorok Altal
érzekelt feny tovabbitodik egy komplex szigndl transzdukcios kaszkad felé, és jelatviteli utakon
keresztl nagyszamu morfoldgiai és fizioldgiai valaszt iranyit a ndvények teljes életciklusa
folyaman.

A Fold felszinét elér6 UV-B (Ultraviola-B/Ultraibolya-B) sugérzas a Nap elektromégneses
sugarzésanak egyik lényeges része. A novényeknek fényfliggé életmddjuk és helyhez kotott
életformajuk kovetkeztében elkertlhetetlenil szamolniuk kell az 6ket ér6 UV-B sugéarzassal. A
nagy intenzitasi UV sugéarzas kilénb6zd stresszvéalaszokat valthat ki, mint pl.: oxidativ stresszt
okoz, Karositja a sejtalkotok lipid és proteinkomponenseit, a legfontosabb viszont a DNS- és
RNS-kérositd hatasa. Az UV-B azonban nem csak egyszer(i stresszfaktor. Hasonl6an a
fényspektrum mas régidihoz, a kis intenzitdsi UV-B mint kornyezeti jel, alapvet6
informéacidhordoz6. Szdmos tény utal egy specifikus UV-B érzékel6 rendszer jelenlétére, amely
elkulonitheté a karosité folyamatoktdl és a mér ismert, lathatd fény érzékelésében résztvevé
fotoreceptoroktol is.

Szemben a lathatd fény és az UV-A sugarzas érzékelésével és jelatvitelével, a nem
karositd hatdst UV-B-specifikus valaszok kozvetitéseben résztvevd elemek még nagyobbrészt
ismeretlenek, illetve az érzékelésben résztvev fotoreceptor molekularis azonositasa is hatra van.

Munkénk célja az UV-B érzékelés és jelatvitel alapjaul szolgdlé molekularis
mechanizmusok feltardsa, kezdve az UV-B sugarzas altal kivaltott specifikus transzkripcionalis

szintli valtozasok felmérésével. A kapott eredmény azutdn tovabbi alapot nyujthat az UV-B
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vélasz lehetséges, Uj komponenseinek feltarasahoz, és az UV-B és lathatd fény altal iranyitott

jelatviteli folyamatok 6sszehasonlitdsidhoz.
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2. IRODALMI ATTEKINTES

Minden él6lény életének lényeges feltétele, hogy képesek legyenek pontosan erzékelni
kornyezetik jeleit, illetve gyorsan valaszolni azokra. A novények és szamos baktérium szdmara
a fény a legfontosabb kornyezeti elem. Ezek azok az él§ szervezetek, amelyek képesek a
napfényt kodzvetlenul elnyelni, és bioldgiailag felhaszndlhaté kémiai energiava alakitani. A
novények egy kifinomult fényérzékeld rendszert alkalmaznak, amellyel folyamatosan kdvethetik
kornyezetik valtozd fényjeleit, és amely segiti megfelel§ vélaszreakcidikat. A novények
fényérzékelési mechanizmusainak molekuléris szinten valé leirasdban eddig haromféle
fotoreceptor csaladot jegyeztek le, a vords és tavoli-voros fény érzékelésében a fitokromok, mig
a kék és UV-A sugarzés érzékelésében a kriptokromok és fototropinok vesznek részt (Chen és
mtsai., 2004). A spektrum ezen régidinak érzékelése és szignal transzdukcidja kulcsfontossagu
szerepet jatszik szamos fizioldgiai valaszban a ndvények teljes életciklusa folyaméan, tobbek
kdzott a csirazas, a fotomorfogenezis, a foto- és gravitropizmus, a cirkadian ritmus és a
virdgzésindukcio6 folyamatdban (Jiao és mtsai., 2007).

A fény jelentségét leginkabb a csirandvények kezdeti fejlédési fazisdban, méghozza a
csirdzas és az elsd igazi levelek megjelenése kozotti idészakban lehet jol szemléltetni. Ezt a
folyamatot, melynek sorén az endospermiumbdl taplalkozé embrié 6nalld, fotoautotrof névénnye
fejlédik, fotomorfogenezisnek nevezziik (Nemhauser és Chory, 2002). Abban az esetben, amikor
a fény csak Kkorlatozottan, vagy egyaltalan nem A&ll rendelkezésre, a csirandvények etiolalt
fejlédést mutatnak, melyet a pigmentdcid hianya, a fejletlen és szorosan Osszezérddott
sziklevelekben végz6dé megnyult hipokotil, és fejletlen gydkérzet jellemez. Ezt a folyamatot
skotomorfogenezisnek nevezzilk. Az ilyen tipusi névekedés biztositja a csirandvény szamara,
hogy a mag endospermiumaban tarolt tapanyagok felhasznélasival a talajb6l kiemelkedve fényre
jusson. A fény megjelenésével valt & a ndveny fejl6dési programja skotomorfogenezishél
fotomorfogenezisbe, amelyet deetiolacionak is neveziink. Ennek sordn a hipokotil elongécid
abbamarad, szétnyilnak, megndvekednek és kizoldulnek a sziklevelek, valamint fejlédésnek
indul a gyokérzet is. Az ilyen alapvet6 valtozasok a kornyezeti jelek, kdztik a fény kifinomult
érzekelését és értelmezését igénylik, nem csak csirandveny korban, hanem a ndveny teljes élete
sorén.

A bioszféréba belépd napsugarzas a lathatd fényen kivul szdmottevd UV-B sugéarzast is

tartalmaz. Abszolut fényfliggd életmddjuk és helyhez kotott életforméjukbdl adddoan, a

V4
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él6 sejtekben okozott karositd hatdsai, mint pl. szinte az dsszes f6 biomolekula, koztik a DNS
karositasa, jol ismertek (Ulm és Nagy, 2005). Az UV-B azonban nem csak egyszer(
stresszfaktor, hanem hasonléan a spektrum lathat6 fény és UV-A régidihoz, mint kérnyezeti jel,
meghatérozo informéciok hordozoja (Paul és Gwynn-Jones, 2003). Szemben a lathato fény és az
UV-A sugarzads érzekelésével és jelatviteli folyamatival, az UV-B-specifikus valaszok
kozvetitésében résztvevd elemekrdl joval kevesebb ismeretanyag all rendelkezésiinkre, és az

érzekelésben résztvevd fotoreceptor molekularis azonositéasa is hatra van még.

2.1. Fényérzékelés és jelatvitel

A novények szamara a fény a bioldgiai energia alapveté forrdsa. Helyhez kotott és
fotoautotrof eletmddjukbdl adoddan killondsen érzékenyek ezen nélkiilozhetetlen kornyezeti
elem valtozasaira. Ebb6l adéddan szamos kifinomult fényérzékeld rendszert alkalmaznak,
melyek detektdljadk a bees§ fénysugéarzds id6tartamat, iranyét, intenzitdsat és szinét
(hullamhossz). Négy fotoreceptor csalad kiseri figyelemmel a teljes fényspektrumot: a tavoli
vOros/voros régiot erzékeld fitokromok, a kék/UV-A- t érzekeld kriptokromok és fototropinok,
illetve a még ismertetlen természetli UV-B érzékel6 fotoreceptorok (Nagy és Schaffer, 2002;
Quail, 2002a; Wang és Deng, 2002; Gyula és mtsai., 2003; Chen és mtsai., 2004; Ulm, 2006).

2.1.1. A fotoreceptorok

2.1.1.1. A fitokré6mok

A fitokromok két ~ 125 kDa méret(i polipeptidb6l all6 dimer fehérjék, melyekhez egy
linedris tetrapirrol kromofor (fitokromobilin) kapcsolddik kovalensen. A fehérje két funkcionalis
domainbdl all: egy N-terminalis fényérzékeld, illetve egy C-termindlis szabalyoz6 doménbél. Az
N-termindlis domain bilin-lid&z szubdomain-jének egy konzervalt ciszteinjén Kkeresztil
kapcsoladik a fitokromobilin A gydirdje.
is mutatnak kismérték( elnyelést (Wang és Deng, 2002). A fitokromok fényérzékelési sajatsagai
abban rejlenek, hogy két, fényindukalt, reverzibilisen egymasba &talakulé konformécidjuk van.
A fitokrdmok a citoplazméban szintetizalédnak a fizioldgiailag inaktiv, vords fény elnyel6 (Pr)
forméaban, mig egy foton elnyelésével a fotokonverzié folyamata soran a fizioldgiailag aktiv,
tdvoli voros fényt elnyel6 (Pfr) formaba alakul at. A Pfr konformécio, tavoli vords fény
elnyelésével ismét Pr forméva alakul vissza, vagy egy alternativ lehetéségként, fény hidnyaban
egy lassu, sotét visszaalakuldson megy keresztiil, ami ugyancsak a Pr forméat eredményezi. Mig a
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fitokromok Pr formédja a citoplazméban talalhato, addig a Pfr forma athelyez4dik a sejtmagba,
amely dont6 fontossagl az informéciovivé elemekkel vald koélcsonhatasban, és ezaltal a
transzkripcionalis kaszkad elinditasdban (Nagy és Schafer, 2002; Wang és Deng, 2002; Chen és
mtsai., 2004).

A fitokromokat két tipusba soroljak: az | tipusu, fotolabilis fitokromok fényben gyorsan
degradaldédnak, mig a Il tipust fotostabil fitokromok viszonylag stabilak maradnak. Az
Arabidopsis genomja altal kodolt 6t fitokrom kozil a PhyA az l-es tipusba, mig PhyB-t8l a
PhyE-ig a ll-es tipusba tartozik (Chen és mtsai., 2004).

2.1.1.2. A kriptokrdmok

A kék/UV-A érzekeld kriptokromok altalanosan megtalalhatéak a ndvényekben, allatokban
és baktériumokban. Habar strukturalisan a DNS fotolidzokkal mutatnak rokonsagot, a
kriptokromok nem rendelkeznek DNS repair aktivitassal (Sancar, 2003). Az N-terminélis
fotoliaz homoldg régié (PHR) két, nem kovalensen kotott kromofort hordoz: az els6 a katalitikus
flavin-adenin dinukleotid (FAD), a mésodik pedig a fénybegytijt6 kromofor, a pterin vagy
deazaflavin (Lin és Shalitin, 2003; Liscum és mtsai., 2003). A jel befogésanak és tovabbitasanak
fotokémiai mechanizmusat még nem tartak fel, de hasonldan a fotolidazokhoz, valészin(ileg egy
redoxreakciét foglal magéba (Chen és mtsai., 2004). A PHR domain mellett, a legtébb novényi
kriptokrom C-terminélisan egy véltozatos toldalékot is hordoz, amely a fotoliazokban nincs
jelen, de nélkuldzhetetlen a kriptokromok mikddésehez, legalabbis az Arabidopsisban
megtalalhat két kriptokrom, a Cryl és Cry2 esetében (Gyula és mtsai., 2003; Lin és Shalitin,
2003; Liscum és mtsai., 2003). A két kriptokrom a fényviszonyoktdl fiiggéen eltérd lokalizaciot
mutat, a Cryl sotétben elsédlegesen a sejtmagban, fényben pedig f6leg a citoplazméban talalhat6
meg, mig a Cry2 konstitutivan a sejtmagban helyezkedik el (Chen és mtsai., 2004; Jiao és mtsai.,
2007). A sejtmagban lokalizalddott kriptokromok szoros kdlcsdnhatésban vannak a kromatinnal
(Lin és Shalitin, 2003). Hasonl6an a fitokromok kilonb6z8 osztilyaihoz, a két kriptokrom
ugyancsak eltér6 fenystabilitdst mutat: a Cryl fénystabil, mig a Cry2 gyorsan degradalddik kek
fényben (Gyula és mtsai., 2003; Lin és Shalitin, 2003). Az Arabidopsis-ban taldlhatd egy
harmadik kriptokrom, a Cry3, melynek feltételezhet6en a mitokondriumok és kloroplasztok

transzkripcidjanak szabalyozasaban van szerepe (Kleine és mtsai., 2003).
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2.1.1.3. A fototropinok

A fototropinok ugyancsak kék/UV-A fényelnyeld flavoproteinek, melyekbdl az Arabidopsis-
ban kett6t talalhatunk meg, a Photl és Phot2-6t (Briggs és Christie, 2002; Liscum és mtsai.,
2003). A fototropinok C-termindlisan egy klasszikus Ser/Thr kinaz domain talalhatd, mig az N-
terminélis két LOV (LIGHT, OXYGEN, VOLTAGE) domaint hordoz. A fény elnyelését
kovetben atmenetileg kovalens kotés alakul ki a LOV magjaban 1évd, konzervalt cisztein és a
flavin-adenin-mononukleotid (FAM) kromofor ko6zott, amely aztan viszonylag lassan
visszaalakul az alapéllapotba (Chen és mtsai., 2004). A jel befogésakor a Photl és Phot2 is egy
autofoszforilacion megy keresztill, amely val6szinlleg a jelatviteli folyamatok kezd6 Iépése.
Mindkét fototropin elsédlegesen a plazmamembranban helyezkedik el, de fényaktivéciora a

Photl egy frakcidja kioldddik a citoplazméba (Chen és mtsai., 2004).

2.1.2. Fotoreceptor altal kdzvetitett fényvalaszok

Mindharom fotoreceptor csaldd fényérzékelése specifikus valaszokat valthat ki. A legtdbb
fejlédési folyamat soran azonban egynél tobb fotoreceptor vesz részt a fény érzekeléseében, ami a
kulénboz6 fényindukalt utak kozotti kdlcsonhatdsok komplex haldzatat eredményezi. Példaul a
magok csirazasanak és az arnyek kerulésének folyamatét kizardlag a fitokromok szabalyozzak,
részben a PhyA, és részben a PhyB és PhyE m(ikodésén keresztul (Wang es Deng, 2002; Chen és
mtsai., 2004). Nagy intenzitasu kék fényben els6dlegesen a Cryl fotoreceptor miikddik, mig kis
intenzitasu kék fényben a Cry2 a Iényegesebb. A transzkripcios program kék fény
kozrem(kodésével torténd atalakitasa foként a Cryl és Cry2 fotoreceptorokon keresztil valosul
meg, de kisebb mértékben a fototropinok és a PhyA is hozzajarul ehhez a folyamathoz (Chen és
mtsai., 2004). Els6dlegesen a két fototropin kozvetiti a fényindukalt gorbulést. A Photl az
alacsony intenzitasu kék fényre specializalodott, és a fototropizmus mellett kdzvetiti az alacsony
intenzitasu fény befogésat elémozdit6 kloroplaszt-felhalmozddés valaszat. Ezzel szemben a nagy
intenzitasu fényvalaszokban a Phot2 jut nagyobb szerephez, amely a kloroplasztok kiiktatasaval
minimalisra csokkenti a nagy intenzitdsd fény altal okozott kloroplaszt kérosodast (Briggs és
Christie, 2002). A fototropizmus és a kloroplaszt mozgasok vélaszt is médositjadk mind a
kriptokromok, mind a fitokromok (Chen és mtsai., 2004). A fototropinok szabalyozzak a kék
fény altal irnyitott sztomanyitast is, de ebben a vélaszban is részt vesznek mas fényérzekeld
rendszerek, koztiuk a feltételezett UV-B receptor(ok) is (Briggs és Christie, 2002; Eisinger és
mtsai., 2003; Ulm, 2006). Emellett a Phot1l més fotoreceptorokkal egyittesen atmenetileg részt
vesz a fény altal kozvetitett hipkotilnOvekedés géatlasdban, illetve a fototropinok szerepe
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megfigyelhetd a sziklevelek és levelek expanzigjiban is (Briggs és Christie, 2002; Chen és
mtsai., 2004).

A fotoreceptorokon keresztill szabalyozott mechanizmusok osszetettsegét az a tény is
aldtamasztja, hogy ugyanazon fotoreceptor csalad kulonbdz6 tagjai alapvet6en ugyanazt a
szignalt kozvetitik, bar talnyomodan eltéré fizioldgiai valaszokat szabéalyoznak, ugyanakkor
ugyanazon vagy eltér6 csaladok kuldnbdz6 receptorai, melyek kilonb6z6 fénymindségeket
érzekelnek, kozrem(koddhetnek ugyanabban a fényvalaszban (Quail, 2002b). Példaul a
csirandvények megerdsodéset a PhyB szabalyozza, jellemz8en a vords fényvalaszon keresztil,
mig a PhyE szerepe voros fényben a szar megnyulasanak szabalyozéaséara korlatozodik. Ezzel
szemben a deetiolacios folyamat iranyitasaban részt vesz a fitokrom csalad tavoli vords fényt
érzekeld PhyA receptora a voros fényt érzékelé PhyB és PhyC, valamint a szabélyozashoz
hozzajarul a kék fényt érzékelé Cryl és Cry2 is (Quail, 2002b; Wang és Deng, 2002; Chen és
mtsai., 2004). Mindemellett a fény és mas koérnyezeti szignalok gyakran kozdsen vesznek részt
egy-egy specifikus fejlédési valasz kdzvetitésében, mely jol jelzi ezek kdzott a jelatviteli utak

kozotti kapcsolodasi pontok meglétét (Kuhlmann és Maller, 2009).

2.1.3. Fény éltal indukalt komplex jelatviteli utak és transzkripcionalis hal6zatok

A morfologiai és fejlédési valtoz&sokkal 6sszhangban, a fény indukdlja a novény
transzkripcidjanak atfogd atprogramozésat, amely az Arabidopsis-ban a teljes genom legalabb
20%-anak elkulonilt expresszidjat eredményezi, és ami végezetul a sotét-fény atmenet fébb
biokémiai Utvonalainak 6sszehangolasdhoz vezet (Ma és mtsai., 2001; Tepperman és mtsai.,
2001; Jiao és mtsai., 2005). A fotoreceptorok miikodéserdl és az alattuk elhelyezkedd szabalyozé
folyamatokrol szerzett ismereteink legnagyobb része a deetiolacié folyamatanak, mint a
novények kezdeti, f6 fejlédesi 1épésének a vizsgélatdbol szarmazik. A fényvalaszok kdzbensd
lancszemeinek azonositasat celzd genetikai screen-ek szamos elemet azonositottak. Példaul a
FAR1 (FAR-RED IMPAIRED RESPONSE), az FHY3 (LONG HYPOCOTIL IN FAR-RED
LIGHT3) és az R2R3-myb transzkripcios faktor LAF1 (LONG AFTER FAR-RED LIGHT1) a
tavoli voros fény jelatvitel PhyA specifikus szabalyoz6i (Quail, 2002a; Jiao és mtsai., 2007). A
PIFs (PHYTOCHROME INTERACTING FACTORS) transzkripcids faktorok a fitokrom
jelatvitel negativ szabalyozoiként hatnak. Egy mésik fitokrom valaszt szabalyoz6 a COG1l
transzkripcios faktor, amely negativan szabéalyozza a PhyA és PhyB valaszt is, mig a SUB1 a
PhyA és a kriptokrom jelatviteli utak negativ szabalyozdja. A fotoreceptorok altal kozvetitett
jelatviteli utak szabélyozoiként nem csak transzkripcids faktorokat azonositottak. A SPA1

proteinek és az EID1 F-box proteinek a PhyA jelatvitel negativ regulétorai, amelyek
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feltételezhet6en a PhyA Gt komponenseinek proteolitikus eliminiciéjanak szabalyozasan
keresztll hatnak (Gyula és mtsai., 2003). A fent emlitett elemek legtobbje kdzvetlen kapcsolatot
mutat a fotoreceptorokkal, és ugy tlnik, a jelatvitel korai szakaszaban elhelyezkedd lancszemek
nagy része specifikusan kotddik az egyes jelatviteli utakhoz. A jelatvitel kés6bbi szakaszaiban
ezek a kilonallo utak integracios pontokban futnak Ossze, és kozosen vesznek részt egy-egy
vélasz kdzvetitésében.

A HY5 (ELONGATED HYPOCOTIL 5) a fotomorfogenezis els6, és legintenzivebben
vizsgélt pozitiv szabalyozéja. A hy5 muténsok részlegesen etioldlt fenotipust mutatnak
valamennyi fénymingség, koztik az UV-B alatt is, ami azt jelzi, hogy a HY5 a fotoreceptor
mtsai., 1998). A HY5 feltételezhet6en integraciés pontként szerepel a fény és hormon
jelatvitelben (Cluis és mtsai., 2004). Ez a bZIP transzkripcids faktor, részt vesz a fény altal
indukalt gének mintegy 20%-nak a szabalyozasaban (Ma és mtsai., 2002), mely a legtébb gén
esetében feltehet6en a promoter régidhoz vald kozvetlen kapcsolddasa révén valdsul meg. Egy
tipikus szabalyozo régio a G-box, amely a fényszabalyozas alatt all6 gének széles koreben (CHS,
RBCS-1A) altaldnosan megtalalhatd (Ang és mtsai., 1998). A HY5 részt vesz szdmos UV-B
toleranciahoz kapcsoldédd gén, koztik a fotolidzokat kodolé PHR1 és az UVR3 (Britt 2004), a
flavonoid bioszintézis szdmos génjének, CHS, CHI, PAL1, PAL2 (Winkel-Shirley, 2002), és
transzkripcios faktoraik (Mehrtens és mtsai., 2005) szabalyozaséban is.

A CONSTITUTIVELY PHOTOMORPHOGENIC1 (COP1) E3 ubikvitin-ligaz,
kolcsonhatasba keriilve a HY5-al, sotétben el@segiti annak az ubiquitin/26S proteoszéma
folyamatot, és igy a HY5 protein stabilizalodik, mésrészr6l a HY5 gyors transzkripcionalis
aktivalasat eredmenyezi (Tepperman és mtsai., 2001; Jiao és mtsai., 2007). Emellett a HY5
fehérje egy fény szabalyozas alatt all6 kindz aktivitds soran foszforilalodik, amely sotétben
nevelt csirandvények esetében még kifejezettebb. Ez a folyamat gyengiti a COP1-HY5
kolcsonhatast, és igy stabilizalja a HY5-ot. Viszont a foszforilalt HY5 protein kevéshé
eredményesen kotddik a cél promoterekhez. igy egyrészrél a szabalyozott HY5 foszforilacio,
dsszhangban a fényindukalt transzkripcidval, fényben gondoskodik a fizioldgiailag aktivabb
HY5 protein b&séges jelenlétérdl, mig sotétben segit fenntartani egy kevésbé aktiv, de sokkal
stabilabb foszforilalt protein pool-t, mely fény esetén biztositja a gyors véalaszokat (Hardtke és
Deng, 2000). A HY5 protein jelenléte a csirandvenyek korai fejl6dési szakaszaban, a csirdzast
kovetd 2-3 napon a legintenzivebb, ezt kdvetéen szintje lecsokken, majd virdgzaskor mutat ujra

magasabb értéket. Ez alatdmasztja azt a megfigyelést, mely szerint a hy5 mutansok korai
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virdgzas fenotipust mutatnak hossztnappalos kérilmények kozott (Hardtke és Deng, 2000; Holm
és mtsai., 2002).

A copl mutéans csirandvények teljes sotétségben is fotomorfogenikus fejl6dést mutatnak. A
kifejlett copl mutansok fényben torpe ndvekedésiek, és termékenységuk erdsen lecsokkent a
vad tipushoz képest (Deng és Quail, 1992; Ang és Deng, 1994). A COP1 protein harom
funkcionalis domain-t tartalmaz, az N-terminalison taldlhatd6 RING domain-t, az ezt kdvetd
coild-coil domain-t, és a C-terminalison elhelyezked6 WD40 domain-t. A HY5 és a COP1
kapcsolodésakor a HY5 COP1-kdlcsdnhatd domain és a COP1 WD40-es domain-je kozott alakul
ki kdlcsonhatas. Ezt a két domain-t érintd mutaciok a HY5 stabilizaciojat eredményezik (Ang és
mtsai., 1998; Osterlund és mtsai., 2000; Holm és mtsai., 2001). Egy masik bZIP transzkripciés
faktor az HYH, COP1-kélcsonhatdé motivuma ugyancsak a COP1 WDA40-es domain-jéhez
kapcsolodik, es sotétben degradalédik (Holm és mtsai., 2002). Az HYH fehérje 49 %-ban
megegyezik a HY5-tel, tartalmazza funkcionélis szempontbol fontos domain-jeit és motivumait.
Kimutattak, hogy féleg kék fényben, a HY5-nek és a HYH-nak egymassal atfedd szerepiik van,
és nagyrészt egylttmikodve hatnak ugyanarra a géncsoportra (Holm és mtsai., 2002). Emellett
mas transzkripcids faktorok, koztiik a tavoli voros fény jelatvitel pozitiv regulatora, a LAF1 (Seo
és mtsai, 2003), vagy a kék és tavoli voros fény jelatvitel pozitiv szabéalyozdja, a HFR1 (Jang és
mtsai., 2005), illetve a fotoreceptorok: PhyA, PhyB, Cryl és Cry2, ugyancsak kdzvetlen
kapcsolatban vannak a COP1-el (Wang és mtsai., 2001; Yang és mtsai., 2001; Seo és mtsai.,
2004).

2.2. Az UV-B sugarzas hatasa a névények ndvekedésere és fejlodésére

A Nap sugéarzasi energiagjdnak mintegy 10 %-a az UV tartoményba esik. Ezt a régiot
egyezményesen UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), és UV-C (<280 nm) reszekre
osztjuk. A legrévidebb hulldamhosszu, és egyben legveszélyesebb UV-C sugérzast a sztratoszféra
6zonrétege elnyeli, igy egyaltalan nem éri el a foldfelszint. Ugyanez torténik az UV-B sugarzas
révidebb hulldmhosszu részével is, azonban a hosszabb hullamhosszi része, valamint az UV-A
régio eléri a talajt. A Fold felszinét elérd napenergianak alig 0,5 %-a a bioldgiailag aktiv UV-B
Szintjét nagymértékben maodosithatja szamos légkdri, domborzati hatas, melynek kovetkeztében
egy dinamikusan valtozd kornyezeti faktorrél beszélhetiink (Paul és Gwynn-Jones, 2003). Az
UV sugérzas karos hatasai, mint az oxidativ stressz és a szeleskor( sejtkarosités, jol ismertek. A

magas energiaszintl UV-B sugarzés jelentds karosodést okozhat, az elektromagneses spektrum
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ezen régidja altal kivaltott valaszreakcioknak ez azonban csak egy szlik metszetét jelenti (Paul és
Gwynn-Jones, 2003). Az UV sugarzas hasznositasat jol szemlélteti, hogy az UV-A és
kismértékben az UV-B sugarzas is széles korben hasznélt a taplalék felkutatisara, a
parvélasztasban, navigacioban, a ragadozok elkeriilésének folyamatdban, a fajon beluli
kommunikaciéban és még a cirkadian ritmus iranyitdsdban is gerinces és gerinctelen
allatfajoknal egyarant (Tovee, 1995; Hunt és mtsai., 2001; Kevan és mtsai., 2001; Lim és mtsai.,
mint kdrnyezeti elemet, amely szabalyozza a kulonbdz6 fejlédési és novekedesi folyamataikat
(Kim és mtsai., 1998; Boccalandro és mtsai., 2001).

Tehét az UV-B sugarzas ndvényekre gyakorolt hatdsat nagyjabol két csoportba oszthatjuk:
karosito (stressz) és szabalyozd (nem karositd) hatasokra. A karositd hatés féleg az alacsony
hullamhosszd UV sugarzds nagy energiaju fotonjainak koszonhetd, amelyet szamos bio-
molekula elnyel. A névények torzsfejlédésiik soran, a ndvekedésikhdz sziikseges fényenergia
hasznositasa kdzben, szinte alland6an ki voltak téve bizonyos mértékl UV sugarzasnak, ezért ez
a sugarzés természetes stresszfaktornak tekinthetd. Ennek megfeleléen a névények az evollcid
altal probéra tett védekezési mechanizmusokkal rendelkeznek a sugarzas okozta karosodasok
kivédésére vagy Kijavitdsara. Ide tartozik pl. a megfelel§ ndvekedési habitus kialakitdsa, UV
sz(ir6 pigmentek szintézise, a reaktiv oxigéngyokoket eliminal6 folyamatok és a fokozott DNS
karosodéas kijavitasara kialakult mechanizmusok. Ezeknek a védelmi vélaszoknak a hianyaban
hiperszenzitivitas, fokozott valasz esetében pedig megemelkedett UV-B tolerancia alakul ki (Li
és mtsai., 1993; Landry és mtsai., 1995; Conklin és mtsai., 1996; Bieza és Lois 2001; Tanaka és
mtsai., 2002; Britt és Fiscus, 2003). Masrészr6l az UV-B sugarzas nem csak stresszfaktor a
novények szamara, hanem mint a napsugarzas része, lényeges informacidt hordoz az &ltalanos
fényviszonyokrol (Paul és Gwynn-Jones, 2003). Tovabb4, kdszonhetben a kornyezeti faktorok
modosité hatasainak (az 6zonréteg, a napsugarak beeseési szdge, a felhézet kiterjedtsége, a
leveg@szennyezettség mértéke, a felszin fényvisszaverd keépessége, topogréfiai hatadsok es a
novény lombozata), az él§ szervezeteket ér6 UV-B sugérzas szintje nem feltétleniil azonos a
fényspektrum mas régidinak szintjével (Caldwell és Flint, 1994; Rozema és mtsai., 1997;

McKenzie és mtsai., 2003; Paul és Gwynn-Jones, 2003).
2.2.1. Az UV-B éltal okozott DNS-karosodas és javitas

Az UV sugérzéds kilonboz6 tartoményai (UV-A, UV-B, UV-C) az Oket elnyel§ bio-
molekuldk elnyelési spektrumatol fliggéen eltérd mértékben jarulnak hozza a novényeket érd
karosodasokhoz. Az RNS-molekuldk jelent6s mértékben abszorbedljak az UV-B sugarzést.

Ennek eredményeként specifikus riboszomalis fehérjék keresztkotéseket alakitanak ki az RNS-
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sel, amely a transzlaci6 gétldsdhoz vezethet (Casati és Walbot, 2004). Az Aaltalanos
traszlaciogatlas ellenére az UV-B ezen fellll indukélja a specifikus riboszomalis proteinek
szintézisét (Casati és Walbot, 2004). Ez azt mutatja, hogy az UV-B indukalta valaszban a sejtek
a riboszdma karosodéast, és igy az UV-B kéaros hatasait a proteinszintézisben (Ulm és Nagy,
2005).

Az UV-B Kkérosito hatdsai kozil a legismertebb a DNS-kérositas. Okozhat oxidativ
karosodast (pirimidin-hidratok), DNS-fehérje és DNS-DNS kozotti keresztkdtéseket, azonban a
leggyakoribb hatdsa az azonos lancon lévé szomszeédos pirimidin béazisok dimerizacioja,
melynek sordn a béazisok egy ciklobutan gydrl kialakitdsaval kovalensen kapcsolodnak. A
kialakult par lehet ciklobutan-pirimidin (CPD) vagy pirimidin-pirimidinon (6-4 PP) tipust dimer.
Az UV daltal okozott DNS karosodasok 75%-ban CPD-k kialakuldsdhoz vezetnek. A maradék
25% nagy részét a 6-4 PP (photo product) keletkezése teszi ki.

A dimerek kialakulasakor megvaltozik a szomszédos lanc bazisaival alkotott bazisparok
mérete, és ez a torzulas blokkolhatja a replik&ciot. A DNS-polimeréz haladésa a lancnak ezen a
pontjdn megakad. A hiba helyét6l valtozd tAvolsdgra 3’ irdnyban a replik4cié tovabb
folytatodhat, de a lancon ekkor egyfonalas szakasz, az utédfonalon rés keletkezik. Itt mar nem a
hiba korrekt javitdsa a cél, hanem egy valamennyire hasznalhatd, folytonos DNS készitése,
amely a kés6bbiekben esélyt biztosit a tulélésre. A replikaciés komplex az atirdst a kdrosodott
szakaszon ater6szakolja, a rendszer hibat(ir§ reparaciot végez, valamint beépit, hogy a genom
replikacioja tovabb mehessen. A replikacié gatldsa mellett a transzkripcionalis folyamatok is
karosodnak, ugyanis az RNS-polimerdz a dimerhez tartésan kotddhet, igy nem csak az atirds
szakad meg, hanem csokken a szabad polimeraz szint is. A DNS-karosodés kijavitasara harom 6
mechanizmus mikddik. A pirimidin dimerek javitasa torténhet fotoreaktivicioval, excizios és
rekombinacids repardlassal, ugyanakkor més DNS kérosodasok felolddsat az utobbi két

mechanizmus végzi.

2.2.1.1. A fotoreaktivacio

Fotoreaktivacionak nevezzilk azt a folyamatot, melynek soran a pirimidin dimerek a
fotoreaktivalo UVA/kék fény (350-450 nm) energidjanak felhasznaldsaval felbomlanak. A
reakciot egy fajonként eltérd, 55-70 kD méret(i, monomerikus enzim, a fotoliaz végzi, amely két
prosztetikus csoportot tartalmaz: egy flavin-adenin-dinukleotidot (FAD) és egy pterint,
jellemz6en meteniltetrahidrofolat-ot (MTHF) vagy 8- deazaflavint. A fotolidzok egy ciklikus

elektrontranszfer mechanizmus katalizalasdn keresztul bontjadk fel a dimereket &sszetartd
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kotéseket. A FAD kofaktor sziikséges mind a kotés felbontasahoz, mind a katalizishez, mig a
pterin fotoantennaként mikadik, és elszallitja a gerjesztési energiat a katalitikus FADH™ szdméra
(Sancar, 2003). Az Arabidopsis-ban két fotolidz ismert, a CPD specifikus PHR1/UVR2 és a 6-4
PP specifikus UVR3 (Ahmad és mtsai., 1997; Nakajima és mtsai., 1998). A PHR1/UVR2
transzkripciojat a fehér fény és az UV-B is indukélja, mig az UVR3 konstitutivan expresszalodik
(Ahmad és mtsai., 1997; Tanaka és mtsai., 2002; Waterworth és mtsai., 2002; Britt, 2004). Mint
az UV-B altal indukalt DNS-karosodast javitd enzimek kodol6i, mind az uvr2, mind az uvr3
mutans hatarozottan UV-B szenzitiv (Ahmad és mtsai., 1997; Nakajima és mtsai., 1998). Az
uvrluvr2 és uvrluvr3 dupla mutdnsok vizsgalata, ahol az uvrl a ,sOtét repair”-ben hidnyos
muténs, kimutatta, hogy a CPD-k javitdsaban hibas uvrluvr2 mutansok fotoreaktivalo
korulmények kozott sokkal nagyobb érzékenységet mutatnak UV-B besugérzas hatdsara, mint az
uvrluvrd mutdnsok, amelyek az eredmények szerint a DNS-javitds szempontjabol kevésbé

kiemelked6 6-4 PP-k javitadsaban sériltek.

2.2.1.2. Az excizios repair mechanizmus

Més tipusi DNS karosodasok esetében a javitas sordn a hiba kivagésra kerl, és az igy
keletkez0 hiany a sértetlen szal mint templéat alapjan potlodik. Az excizids repair speciélis esete a
béziskivago javitds vagy BER (base excision repair), melyet léziospecifikus glikozildzok
végeznek (Britt, 2002). Ezek az enzimek a bézis és a deoxirib6z kozotti N-glikozidos kotést
hasitjak es ezzel egy apirimidin (mé&s esetben apurin), kdzds néven AP hely keletkezik. Az AP
helyet az AP endonukleaz ismeri fel és a folytonos cukor-foszfat gerincet elhasitja. Ezzel egy rés
keletkezik a DNS kett6s szalon. Ezen a helyen egy exonukledz néhany bazist eltavolit, majd az
Ujraszintetizal&shoz a sértetlen szal szolgal templatul.

Az excizibs repair egy masik mechanizmusa a nukleotidkivagé javitas vagy NER (nucleotide
excision repair). Ez a folyamat magaban foglalja a DNS-kéarosodéas felismerését, a kdrosodott
helyhez kozeli rovid DNS régio letekerését, a 3’ és 5’ endonukledzok bekot6dését, amelyek
bemetszik és eltivolitjak a seérult régiot, a sértetlen szal, mint templéat alapjan, az adott szakasz
Ujraszintetizaldsat és végil a ligiciot. Ez a folyamat, amely szdmos protein 6sszehangolt
egyuttm(kodését igényli, nélkilozhetetlen az UV Altal okozott DNS-karosodas kijavitasahoz a
fotoliaz aktivitissal nem rendelkez6 élélények, mint pl.: az ember szdméra is. A mechanizmus
komponenseinek hidnya egy 0rokl6dd rendellenességet, a xeroderma pigmentosum-ot (XP)
eredményezi. Az XP betegek extrém UV érzékenységben szenvednek és megndvekedett
hajlamuk van a bdrrakra (Friedberg, 2001). Az xp mutansok hét komplementacios csoportja és

bizonyos rad mutansok a NER killonb6z6 komponenseit képviselik. Szdmos UV hiperszenzitiv
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Arabidopsis mutansnak, amelyek a NER mechanizmus elemeiben érintettek, megvannak a
huméan/éleszté megfelel6i. Az Arabidopsis UVH6 homolég megfelel6i az XPD/RAD3. 5’-3’
DNS-helikaz aktivitassal rendelkezik, amely a sériilt DNS kitekeréséért felelés (Liu és mtsai.,
2003; Sancar és mtsai., 2004). Az UVH1 és UVR7 homoldg pérjai az XPF/RAD1 és
ERCC1/RAD10, amelyek a karosodott DNS szé&l 5’ bemetszését vegzik (Fidantsef és mtsai.,
2000; Liu és mtsai., 2000; Hefner és mtsai., 2003; Sancar és mtsai., 2004). A NER rendszer tehat
funkciondlisan konzervalodott a ndvényekben is, amely még a fotoreaktivald fény hidnyaban is
biztositja a DNS-sérillések, féképpen a 6-4 PP-k javitasat, amiért gyakran ,,sotét repair”-nek
nevezik (Britt, 2004).

2.2.1.3. Rekombin&cios repair

A genotoxikus UV-B sugérzas tovabbi karos hatdsa a DNS kettds szal torése, amely
bekovetkezhet pl.: a sugarzds kovetkeztében kialakult reaktiv oxigengyokok, kulondsen a
hidroxil gyokok erds oxidalo hatdsa kovetkeztében. Az ilyen DNS-kéarosodasok legtdbbjénél a
torés két vége a ,,nem homoldg végek dsszekapcsolddésa”, réviden NHEJ (non-homologous end
joining) mechanizmuson keresztiil rogziil, majd a DNS eredeti allapota homoldg rekombinécios
(HR) javitéassal &ll helyre (Bray és West, 2005; Schuermann és mtsai., 2005). Arabidopsis-ban
megfigyelték, hogy nagy dozisban adott UV sugarzas esetén megemelkedik a szomatikus
homoldg rekombinaciok szdma, amely azt jelzi, hogy a ndvények is hasznaljdk a HR-t az UV-B

altal okozott DNS kérosodésok javitdsahoz (Ries és mtsai., 2000).

2.2.2. Nem kérositd, fotomorfogenikus UV-B vélaszok és UV-B érzékelés

A szabadfoldi kéralmények kozott nevelt novények alkalmazkodnak a természetes UV-B
sugarzés szintjéhez. A morfogenikus véalaszok ezeknek az alkalmazkodasi folyamatoknak a
részei, feltehet6en hozzajarulnak a novények UV-B sugérzés elleni védelméhez. Ide sorolhatjuk
a hipokotil megnyulasanak gatlésat, a sziklevelek expanzidjat, a fototropikus gorbulést, a
sztdbmanyilds mozgésait, a levél és kacs csavarodasét, a levelek megvastagodasét, a honalj
és mtsai., 1993; Wilson és Greenberg, 1993; Beggs és Wellmann, 1994; Ballare és mtsai., 1995b;
Brosche és Strid, 2000; Mazza és mtsai., 2000; Eisinger és mtsai., 2003; Shinkle és mtsai.,
2004). Nem minden novényfaj reagal azonban azonos mddon az UV besugarzasra. Triticum
aestivum és Avena sativa fajok esetében kiegészitd UV-B fényben a hajtds méretének

csokkenését, mig Amaranthus retroflexus és Kochia scoparia esetében a hajtas megnyulasat
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figyelték meg. Mind a négy faj esetében a t6 és oldalhajtasok szama novekedett az UV-B
hatésara (Barnes és mtsai., 1990). Altalaban az egyszik(i novények érzékenyebben reagalnak az
UV-B-re mint a kétszik(ek. A kdzeli rokon fajok vagy 6kotipusok is kildnbdzhetnek az UV-B-
re adott morfogenikus valaszok tekintetében (van de Staaij és mtsai., 1997).

Az UV-B éltal indukalt morfogenetikai valaszok spektralis optimuma 300 nm koril van, ami
nem egyezik meg a DNS-kérositas optimumaval. Ez a tény aladtdmasztja azt az elképzelést, mely
szerint a morfogenetikai valaszok a Kkarositastdl fuggetlen jelatviteli Gton keresztil
szabalyozottak. Az UV-B altal indukalt hipokotil novekedés gatldsa paradicsomban egy
viszonylag gyors folyamat, 300 mn koril éri el maximumat, az UV ved6 pigmentek szintézisét is
megel6zve (Ballare és mtsai., 1995a; Ballare és mtsai., 1995b). Uborkéban ugyanez a valasz
giberelinsav alkalmazésaval visszafordithatd és nem eredményez kisérd kortlményként valtozast
a szdrazanyag produkcioban. Megéllapitottak, hogy a megnyulés gatlasa féleg a sziklevelek UV-
B érzékelésébdl, és nem a cslicsmerisztéma vagy a megnyuld sejtek kérosodédsabdl adodik, ami
azt mutatja, hogy ez egy valédi UV-B-re adott fotomorfogenikus véalasz (Ballare és mtsai.,
1991). Tovabbd megfigyelték, hogy a sziklevelek expanzi6jat, amely egy tipikus
fotomorfogenikus fenotipus, az alacsony intenzitdsu UV-B sugarzés el@segiti, mig a karosito
hat&su, nagy intenzitasu UV-B esetén ez nem volt megfigyelhet (Kim és mtsai., 1998). Ezzel
dsszhangban, napi 2,5 6rés, alacsony intenzitasi UV-B besugarzas, melyet egy rovid, voros
fényimpulzus kovetett, a sziklevelek fokozatos szétnyilasat eredményezte, mig a magasabb
intenzitdsu besugérzas géatolta. Eredményeiket abrazolva, egy harang alaku intenzitds gorbét
kaptak (Boccalandro és mtsai., 2001). A nagy intenzitdsi UV-B sugéarzasra adott hipokotil
novekedési valaszok, valamint a sziklevelek expanzidjanak géatlasa az Osszetett uvrluvr2 és
uvrluvr2 DNS-repair mutinsokban fokozott volt. Kovetkezésképpen, azok a besugérzési
kondicidk, ahol a DNS-repair mutansok nem mutattak megnovekedett érzékenységet, olyan UV-
B szinteket jelentenek, amelyek a szabalyoz6 UV-B vélaszokat indukaljk, szamottevé DNS-
karosodés nélkil (Boccalandro és mtsai., 2001).

Ezek a fotomorfogenikus valaszok, amelyeknek az intenzitasfliggése mér alatamasztott,
flggetlennek tlinnek a mar ismert fotoreceptoroktdl, mint azt a PhyA, PhyB, Cryl, Cry2 és
Photl fotoreceptormuténsok hipokotil ndvekedés gatlasa mutatja (Suesslin és Frohnmeyer, 2003;
Oravecz és mtsai., 2006). Azonban van egy kétségtelen vita a PhyA és a PhyB kozrem(ikodését
illetéen, ugyanis hasonld kisérletekben a phyAphyB dupla mutansok hipokotilja kis intenzitasu
UV-B kezelés esetén hosszabb volt, mint a vad tipust egyedeké (Kim és mtsai., 1998).

Az alacsony intenzitdsi UV-B besugarzas, melyet egy révid vords fényimpulzus kdvetett,
fokozta a sziklevelek expanzidjat. Mig ez a valasz gétolt volt a phyB mutansokban, addig a tdbbi

ismert fotoreceptortdl fiiggetlen volt (Boccalandro és mtsai., 2001). Lehetséges, hogy a PhyB
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altal kozvetitet expanziés valaszt egy figgetlen UV-B érzékel6 receptor rendszer
szinergesztikusan fokozza (Ulm, 2006).

Az UV-sziir6 pigmentek szintézise a novények UV-B sugéarzds elleni védekez6
mechanizmusainak egyike. Mindez az altalanos fenilpropanoid-bioszintézis Gt aktivalédasanak
eredményeként valosul meg, melynek soran kilonb6z6 flavonoidok és mustér-észterek
keletkeznek (Winkel-Sirley, 2002). Ezek az anyagok féként az epidermadlis sejtrétegekben
halmozddnak f6l, és az UV-B hulldmhossz tartoméanyban torténd elnyelésiiknek kdszénhetben
védik az alsébb szdveteket. Mig a napsugarzés kéros részeit kiszdrik, a fotoszintetikusan aktiv
sugarzést atengedik.

A flavonoidok felhalmozddésa éltaldnos jellemvondsa a névenyi stresszvalaszoknak, és mint
a mésodlagos anyagcseretermékek valtozatos csoportja, rengeteg biolégiai funkcidval
rendelkeznek. Az UV-B sugérzas elleni vedekezés mellett a flavonoidoknak szerepuk lehet a
mikroorganizmusok elleni védelemben, mikoddhetnek antioxidansként, szabalyozzak az
auxintranszportot, és alapvetd szerepilk lehet a beporzést és a magterjesztést végzd allatok
vonzésdban (Winkel-Shirley, 2002).

Az UV-B éltal kivaltott flavonoid produkcié egy alaposan tanulményozott UV-B indukélta
fotomorfogenikus hatas, melyet a feltételezett UV-B fotoreceptor kozvetit (Beggs ea Wellmann,
1994; Bjorn, 1999). Petrezselyem sejtszuszpenzids kultirdban és csirandvényekben, valamint
szamos mas novényi rendszerben is kimutattdk, hogy az UV-B Aaltal indukélt flavonoid-
felhalmozddas egy olyan akcidspektrummal rendelkezik, amely a maximumat 300 nm korul éri
el, hasonl6an a fent emlitett hipokotil novekedés gatlas és a sziklevél expanziés valaszokhoz
(Begs és Wellmann 1994; Kucera és mtsai., 2003). Arabidopsis-ban ugyancsak megemelkedett a
fenilpropanoid produkcié szintie UV-B besugarzads hataséra (Lois, 1994; Suesslin és
Frohnmeyer, 2003). Tovabba ebben a valaszfolyamatban felmerilé hidnyossagok vagy fokozott
miikodés UV-B hiperszenzitivitast vagy hiposzenzitivitast eredményez (Li és mtsai., 1993;
Landry és mtsai., 1995; Jin és mtsai., 2000; Bieza és Lois, 2001; Kliebstein és mtsai., 2002). A
fenilpropanoid Gt egyik kulcsenzime a kalkon-szintdz (CHS) amely transzkripcionalisan
indukélédott UV-B pulzusok hatdsara petrezselyem sejtekben (Frohnmeyer és mtsai., 1999).
Fontos, hogy ezek kozott a kiserleti korilmények kdzott a DNS-karosodas kialakulasa minimalis
volt, és a CHS indukci6 elkilonithetd volt a pirimidin dimerek képz&desétdl (Frohnmeyer és
mtsai., 1999). Ehhez hasonléan az UV-B-vel kezelt Argenteum pea esetében sem talaltak
osszefuggést a pirimidin dimerek szintje és a CHS transzkriptuménak szintje kdzott (Kalbin és
mtsai., 2001). Az ugyancsak ismert, hogy a fotoreaktivalo UV-A és kék fény jelenléte fokozza a
CHS indukciojat (Wade és mtsai., 2001). Mindez azt mutatja, hogy az UV-B besugarzés ltal

eredményezett génexpresszio és DNS-karosodas kozott nincs 0sszefiiggés. Az UV-B mellett a
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voros/tavoli voros es a kek/UV-A fény is szabdlyozza a CHS expresszidjat, igy tehat a fitokrom,
kriptokrom és UV-B jelatviteli utak egyarant résztvesznek a fénysz(ird pigmentek képzddeséért
felelés kulcsenzim transzkripcids szabélyozasaban (Jenkins és mtsai., 2001). A CHS
expesszidjdnak szabalyoz&san keresztill lehet6ség nyilik az UV-B Altal kivaltott, illetve a
fényspektrum mas tartoméanyai ltal indukalt folyamatok kdlcsonhatésainak vizsgélatara (Jenkins
és mtsai., 2001).

Mindent egybevéve megallapithatd, hogy szdmos tény utal egy specifikus UV-B érzekeld
rendszer jelenlétére, amely elkilonithetd a kérositd folyamatoktdl és a mér ismert, lathato fény
érzekelésében résztvevd fotoreceptoroktdl is. Bar jelenleg még ismeretlen az UV-B fotoreceptor,
az UV-B fotobioldgia arra a tényre tdmaszkodik, hogy a leirt UV-B kezelések koriilményei,
melyek specifikus valaszreakciokat indukéalnak, jol elkilonithetbek a ké&rosodast
eredményez6kt6l (Ulm, 2006). A morfogenikus UV-B érzékelés természetét illetéen csabitd
lehet8seégként meril fel egy protein-pigment complex részvétele az érzékelésben, hasonléan a
mar ismert fotoreceptorokhoz. A lehetséges kromoforokban egy tetrahidroprotein-szarmazék
(Galland és Senger, 1988b; Bjorn, 1999) vagy egy flavin részvételét feltételezik (Galland és
Senger, 1988a; Ensminger és Schafer, 1992; Ballare és mtsai., 1995a). Ezt tamasztja ala az is,
hogy ezeknek az dsszetevOknek a maximalis elnyelése dsszhangban van szamos UV-B valasz
akciospektrumaval, ahol a legnagyobb hatékonysag 300 nm koéril figyelhetd meg (Galland és
Senger, 1988a,b). Tovabba UV-B-vel kezelt petrezselyem sejtekben magasabb CHS és flavonoid
szintet mértek, amennyiben riboflavint adagoltak a sejtkultdradhoz (Ensminger és Schéfer, 1992).
Paradicsommal végzet kisérletekben a pterinek és flavinok normél osszetételét megzavaro
vegylletek az UV-B altal kdzvetitett hajtasmegnyulas gatldsanak gyengitését eredményezték
(Ballare és mtsai., 1995a). Mindezek tisztazdsahoz az UV-B receptor molekula azonositésa

szikséges.

2.2.3. Az UV-B jelatvitel lehetséges kozvetitoi

Az UV-B sugérzas kozvetlen vagy kozvetett erzékelése specifikus jelkozvetit6k aktivalasan
keresztlll vezet a megfelel§ valaszok — génaktivalas, represszalds — kivaltasdhoz. Ismereteink
meglehet6sen hidnyosak ezeket az utakat illetéen. Ezenkivil a morfogenikus vélaszokat
kozvetitd és a karositas altal indukalt jelatviteli folyamatok elkildnitése is gyakran bizonytalan.
Az UV-B altal indukalt jelatviteli folyamatok, illetve szdmos més kdrnyezeti inger, mint pl. a
patogének vagy novényevok kérositasai — altal kivaltott utak 0sszefutasa tovabbi példa az ilyen
vélaszok osszetett természetét illetéen (Kuhlmann és Muller, 2009). Szamos tanulmany, tovabbéa

kulénboz6 mutans és transzgénikus novenyek analizise kapcsolddik az UV-B valaszok kilonféle
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kozbensd lancszemeihez. Ide tartoznak példaul a reaktiv oxigénformék (ROS), a nitrit-oxid,
kalcium/kalmodulin, a reverzibilis foszforilacidés események és a névényi hormonok (Brosche és
Strid, 2003; Frohnmeyer és Staiger, 2003; Ulm, 2006).

2.2.3.1. Reaktiv oxigénformak

A ROS képzése a magas energiaszint(i UV-B sugérzas egyik hatésa, és részben ez a felel6s
az UV-B Kkérosito jellegéért. Emellett a reaktiv oxigénfajtdk mint mésodlagos hirvivék is részt
vesznek jelatviteli folyamatokban (Hideg és mtsai., 2002). Szdmos tanulmény utal arra, hogy a
ROS képzdédése szamos UV-B valaszban szerepld gén aktivaldsahoz illetve represszidjahoz
szukséges, ezzel szemben az UV-B éltal indukalt CHS gén aktivicidja nem része ennek az
oxidativ stressz jelatvitelnek (A-H-Mackerness, 2000; A-H-Mackerness és mtsai., 2001; Jenkins
és mitsai., 2001). Igy tehat valdszindisithet6, hogy az UV-B éltal indukalt karositd reakciok
magukban foglaljdk a ROS kozvetitette jelatvitelt, mig a morfogenikus UV-B vélaszok
fuggetlenek t6le. A ROS azonban kilondsen, mint potencidlis masodlagos hirvivé, UV-B
vélaszban betoltott sajatos szerepe, valamint enzimatikus vagy nem enzimatikus eredete

mindmaig bizonytalan.

2.2.3.2. Hormonok

A nagy intenzitdsu UV-B sugarzés altal kivaltott oxidativ stressz jelatvitel downstream
mtsai., 1998; A-H-Mackerness és mtsai., 1999). Ezek a hormonok, UV-B besugarzast kovetéen
részt vesznek patogénvélaszhoz kapcsolt gének génexpresszids szabalyozasiban, de nem
sziukségesek az UV-B kozvetitette CHS indukcidhoz (A-H-Mackerness és mtsai., 1999).
Emellett igazoltak, hogy a sértetlen jaizmonsav és etilén Gtvonalak sziikségesek az UV-B kérositd
hatdsai elleni védelemben (A-H-Mackerness és mtsai., 1999). A patogén és a ndvényevok
karositasai altal indukalt jelatviteli utakkal mutatott hasonl6sagok megosztott komponensek
bevondsat és egy lehetséges kereszttolerancia mechanizmusénak jelenlétét jelzik (A-H-
Mackerness és mtsai., 2000; Kuhlmann és Miiller, 2009).

2.2.3.3. Kélcium

Tranziens UV-B besugérzéas a szabad Ca®* ([Ca’]i) szintjének fokozatos és hosszan tart6
novekedéset eredményezte petrezselyem sejtkultdrakban (Frohnmeyer és mtsai., 1999). Ez a
([Ca?]i) szintemelkedés sziikséges az UV-B vélaszban szereplé CHS aktivaciéhoz (Frohnmeyer
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és mtsai., 1999), de 6nmagéban nem elegendé a CHS indukcié kivaltdsdhoz Arabidopsis
sejtkultdraban (Christie és Jenkins, 1996), amely az UV-B stimulusnak mint elsédleges ingernek
a sziikségességét jelzi. Erdekes, hogy szemben az UV-B sugarzassal, voros fény kezelés esetén a
fitokrom kozvetitette CHS indukciéban a ké&lcium/kalmodulin negativ szabalyoz6 szerephez jut.
A két mechanizmus kulénbozik a CHS indukcié kinetikajaban, illetve abban is, hogy az UV-B

altal kozvetitett CHS aktivacio Gjonnani fehérjeszintézist igényel (Frohnmeyer és mtsai., 1998).

2.2.3.4. Foszforilacio

Az UV-B jelatvitelben foszforilacids folyamatokrol is beszamolnak (Christie és Jenkins,
1996; Frohnmeyer és mtsai, 1997; 1998). A MAP (mitogen-activated protein) kinazok egy
csoportjardl kimutattdk, UV-B inger hatdsara aktivalédnak (Stratmann, 2003; Ulm, 2003). A
MAP-kinaz utak hdrom Iépcsds foszfatcsoport tovabbitd rendszerének fontos szerep jut a belsd
és kils6 ingerek széles korének, koztik az UV-B jelatvitelében is (Bode és Dong, 2003). A
MAP-kinazok UV-B vélasz sordn bekovetkezé aktivaciojardl paradicsomban (Stratmann és
mtsai., 2000), mig UV-C esetén dohanyban és Arabidopsis-ban szdmoltak be (Miles és mtsai.,
2002; Ulm és mtsai., 2002). A paradicsomban leirt LeMPK1 és 2 MAP kinazok aktivalédnak
UV-B besugérzas valamint sebzés hat4séra és a patogénvalasz soran is (Holley és mtsai., 2003).
Az LeMPK1/2 dohéany ortolégjadt a SIPK-t az UV-C aktivalja, melynek feltétele a ROS
produkcié (Miles és mtsai., 2002). Az Arabidopsis homolég AtMPKG6 transzkripciondlisan
aktivalédik UV-C, ROS (Kovtun és mtsai., 2000; Yuasa és mtsai., 2001; Ulm és mtsai., 2002),
valamint UV-B hatésara is, bar ez utdbbi eset feltehet6en fliggetlen az oxidativ stresszt6l
(Desikan és mtsai., 2001). Erdekes, hogy a LeMPK3 csak UV-B hatasara aktivalodik
paradicsomban, ami alapjan ez a kinaz feltételezhet6en egy UV-B specifikus elem (Holley és
mtsai., 2003). Ezek a példék jol mutatjdk a MAP-kinazok jelenlétét az UV-B jelatvitelben, de a

stresszvalaszokkal valé pontos kapcsolatuk meghatérozasa meg héatra van.

2.2.3.5. Nitrogén-monoxid

A nitrogén-monoxid (NO), fontos, masodlagos hirvivd szerepet tolt be a fizioldgiai
folyamatokban, a fejl6dést6l egészen a védekezésig (Wendehenne és mtsai., 2001), részvétele
szilkséges a CHS gen UV-B indukci6jdhoz Arabidopsis-ban (A-H-Mackerness és mtsai., 2001).
Tovabba ismert, hogy a S-nitrosoglutation &s a S-nitroso-N-penicillamin kezelés, amely NO-t

képez, UV-B nélkil a CHS gén aktivacidjat eredményezi (A-H-Mackerness, és mtsai., 2001).
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Tehét a NO reszvétele az UV-B jelatvitelben kimutatott, azonban tovabbi kutatasok szlikségesek

az UV-B valaszon beluli jelent6ségének tisztdzasahoz.

2.2.4. Az UV-B jelatvitel ismert, genetikailag meghatarozott elemei

Szemben a lathatd fény érzékelésével és az azt kovetd jelatviteli folyamatokkal, az UV-B
altal elGidézett, genetikailag aldtdmasztott folyamatokrol rendelkezésiinkre &ll6 ismeretanyag
elég csekély. Mindez els6sorban a jol definialt UV-B fenotipusok kis szamabal, illetve az UV-B
kezelések karositdo hatasdbol adddik. Neéhany genetikai szlir6vizsgdlat vagy kulénbdz6
fenotipusos valtozasokra, vagy riportergén-faziés konstrukciokra tdmaszkodva, feltarta az UV-B
jelatvitelhez kapcsolddo elsé komponenseket. A mutansok azonositaséara iranyuld torekvéseknek
két f6 megkdzelitése volt: a hosszantart6 UV-B sugarzassal szembeni tolerancia valtozasait,
illetve eltér6 fenotipusos valaszok megjelenését kisérték figyelemmel. Ezek a tanulmanyok
vezettek el példaul a DNS-repair mutansokhoz, a fényvedé metabolitokat megemelkedett, vagy
éppen csokkent szinten el6allitd, illetve az UV-B éltal indukalt hipokotilndvekedés gatlas valasz
modosulasat mutatd6 mutansokhoz (Britt, 2004; Jin és mtsai., 2000; Kliebstein és mtsai., 2002;

Suesslin és Frohnmeyer, 2003; Wade és mtsai., 2003; Brown és mtsai., 2005).

2.2.4.1. Az UV-B valaszok negativ szabalyozo elemei

Az UV-B jelatvitel egyik, genetikailag els6ként azonositott eleme a MYB4 transzkripcios
faktor volt Arabidopsis-ban (Jin és mtsai., 2000). UV-B mentes koriilmények kozott a MYB4
represszorként hat, negativan szabalyozza célgénje, a C4H (fahéjsav-4-hidroxilaz) expressziojat,
amely a fénysz(ir6 mustéarészterek szintézisének egy meghatarozd Iépését katalizalja (Jin és
mtsai., 2000). Az UV-B sugérzas azonban a MYB4 expresszidjara negativan hat, amely a C4H
negativ szabalyozésanak megsziinéséhez, és igy az UV-véd6 mustarészterek emelkedett szint(i
termelédeséhez vezet. Ennek megfeleléen a myb4 mutinsok a véd6é pigmentek fokozott
termelédesét, és ezaltal megemelkedett UV-B toleranciat mutatnak, mig ezzel szemben a MYB4
thlexpresszaltatdsa megndvekedett UV-B szenzitivitast eredményez (Jin és mtsai., 2000).

A fenilpropanoid-bioszintézis  masik  negativ  reguldtora, az ICX1, egy
CHS promoter-GUS transzgén konstrukciot felhasznéld screen sorén lett azonositva (Jackson és
mtsai., 1995). A screen sordn kapott icx1 mutans a flavonoid bioszintézis génjeinek — mint a
CHS, PAL és DFR - megndvekedett indukcidjat mutatta szamos kornyezeti inger hatésara
(Wade és mtsai., 2003). Az emlitett kornyezeti ingerek az alacsony hémérséklet, szacharoz,

citokinin, fény és ezen bellil az UV-B voltak. Tehat az ICX1 a flavanoid bioszintézis altalanos
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negativ regulatoranak tekinthet6. Azonban sem az icx1 mutéciot, sem az icx fenotipusért felels

gént nem azonositottdk meg, igy nem ismerjik molekuléris funkcidjat sem.

2.2.4.2. Az UV-B vélaszok pozitiv szabalyozdi

Az uli3 (UV-B light insensitive) mutans, amelyet egy Arabidopsis T-DNS mutans screen
sorén azonositottak, mérsekelt hipokotil ndvekedés gatlds fenotipust mutatott UV-B sugarzés
hat&sara (Suesslin és Frohnmeyer, 2003). A mutansokra jellemzé UV-B valaszt kulondsen a 300
és 320 nm kozotti régidban figyelték meg. Emellett megfigyelték, hogy a nagy intenzitasi UV-B
dozis hatdsara hasonld mennyisegli DNS dimer képz6dott az uli3 muténsokban és a vad tipusu
ndvényekben egyarant. igy az uli3 mutansok nem érintettek a DNS-repair folyamataban. Az uli3,
illetve az uli mutdnsok mésik két komplementécids csoportjanak tagjai (ulil és uli2) vad tipusu
hipokotil ndvekedés gatlast mutattak vords, tavoli vords és kék/UV-A fényviszonyok kdzott,
amely a mutansok UV-B jelatvitelben val6 specifikus részvételét jelzi. Az ULI3 az UV-B Altal
indukalt fenilpropanoid Gtban is pozitiv szabalyozd elemként szerepel, ugyanis az uli3
muténsokban jelentds antocianinszint-csokkenést, és ezzel parhuzamosan redukalt CHS
expressziot figyeltek meg UV-B kezelés hataséra (Suesslin és Frohnmeyer, 2003). Az ULI3
foként a levelek, a szar és a virdgok kiilsd sejtrétegeiben expresszalodik, a gydkérben azonban
nem. Az ULI3-GFP flziés protein petrezselyem protoplasztba torténd transzfektalasaval
megéallapitottdk, hogy az ULI3 protein a citoplazmaban, a plazmamembrénnal hatdrosan
helyezkedik el. Ez a 80 kDa ULI fehérje 27%-0s homolégiat mutat a human diacylglycerol
(DAG) kinazzal, azonban az ULI3-ban nincs konzervalt kindz domain (Suesslin és Frohnmeyer,
2003). Az ULI3 tehat a fotomorfogenikus UV-B vélaszok genetikailag meghatérozott pozitiv
szabalyozéja, azonban az UV-B jelatviteli hilézatban elfoglalt helye és szerepe, valamint pontos
biokémiai funkci6janak meghatarozasa még hatra van.

Az UV-B jelatvitel egy masik pozitiv regulatorat muténs alléljanak (uvr8-1) csokkent UV-B
tolerancidja alapjan talaltdk meg Arabidopsis-ban. Eddigi megfigyelések alapjan az UVR8 (UV-
resistance locus8) kizérolag az UV-B-hez kotott jelatviteli folyamatokban vesz részt. Szerepet
jatszik egy sor olyan gén expresszidjiban, amelyet az UV-B indukal, és amelyek kdziil soknak
fontos szerepe van az UV-B elleni védelemben (Brown és mtsai., 2005). Az uvr8 mutansokban
nem jatszédik le az UV-B éltal indukalt fotomorfogenezis, ugyanakkor az UVRS8 tllzott
expresszidjanak hatdsara fokozddik az UV-B-re adott valasz. Megfigyelték, hogy a mutacid
blokkolja a CHS gén expresszidjat és a flavonoid akkumulaciét, azaz az UVR8 pozitivan
szabalyozza az UV-B Altal indukalt fenilpropanoid bioszintézist (Kliebstein és mtsai., 2002,

Favory és mtsai., 2009). Bar az UVR8 protein nagyfok( szekvencia hasonl6sdgot mutat a huméan
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RRC1-gyel (Regulator of chromatin condensation 1), amely a Run GTP-kot§ fehérje guanin
nukleotid cseréld faktora (Dasso, 2002), azonban funkcionélis homoldgia nincs koztik (Brown
és mtsai., 2005). Kifejlett Arabidopsis levélszovetben legaldbb kettd, egymastdl kilonbdzé UV-
B jelatviteli folyamat stimulalja a génexpressziot. Ezek az Gtvonalak kilonb6z6 szintd UV-B
sugarzds hatdsara aktivalodnak és kilonb6z6 géncsoportokat szabalyoznak. A magas
energiaszint( UV-B-re adott jelatviteli folyamat az UVR8-t6l fuggetlen Gton stimulélja a gének
egy csoportjanak expresszidjat (Brown and Jenkins, 2008). Szdmos tanulmanyban igazolték,
hogy ezek a jelatviteli folyamatok egybefonddnak a sériilés-védekezes jelatvitel folyamataival
(A-H-Mackerness és mtsai., 2001; Stratmann, 2003; Brown and Jenkins, 2008). Az UVR8-fliggd
jelatviteli utvonal alacsony energiaszintli UV-B sugarzasnél (is) aktivalodik, és szabalyozza az
UV-B elleni védekezést.

hogy az alacsony energiaszinti UV-B valaszban résztvevd gének expresszidjanak
megvaltozdsahoz ez az akkumuléci6 szikséges, azonban nem elégséges (Kaiserli and Jenkins
2007). Tovabbi vizsgélatok kimutattdk, hogy az UVR8 hisztonfehérjéket kot, valamint in vivo
(Brown és mtsai., 2005, Cloix and Jenkins, 2008). Korabbi tanulményok arra engednek
kovetkeztetni, hogy a HYH specifikus lehet a kék fényre adott valaszban, illetve hogy a HY H-
nak és a HY5-nek egyméssal atfedd szereplk lehet a kék és fehér fényre adott valaszban
Arabidopsis-ban (Holm és mtsai., 2002). Ujabb mérések, melyek szerint a HY5 és HYH is
stimulalodik mar 0,1mol m? st szinti UV-B-nél, megerdsitik azokat a mar korabbi
eredményeket, melyek szerint ezeknek a transzkripcios faktoroknak kulcsfontossagu szerepiik
van az alacsony szint(i UV-B-re adott vélaszfolyamatokban (Jenkins, 2009).

Szemben a l&thaté fény altal indukalt fotomorfogenezissel, melyben a COP1 negativ
regulatorként szerepel, a fotomorfogenikus UV-B vélaszban pozitiv szabalyozoként van jelen. A
COP1 UV-B, illetve lathatd fény jelatvitelben betdltétt funkcidja jol elkulonil. A SPA (SPA1-
SPA4) proteinek a fényvélasz fitokromspecifikus negativ szabalyozoi. Sotétben és lathatd fény
kondiciok kozott jelenlétiik sziikséges a COP1 miikodéséhez, mig az UV-B vélaszban a COP1
szerepe fuggetlen a SPA proteinekt6l. (Oravecz és mtsai., 2006). Korabbi tanulményok
rdmutattak a COP1 aktivalo szerepére a fitokrom B Altal kozvetitett valaszreakciokban
(Boccalandro és mtsai., 2004), és kimutattdk, hogy a COP1-nek nem csak a csiranfvények
fotomorfogeneziseében, hanem példaul a virdgzas szabélyozasaban és a sztoméak nyitasaban is
szerepe van (Jang és mtsai., 2008). Kiegészitd UV-B fényben a COP1 szikséges a HY5
génexpresszidjanak aktivalasahoz, és mindkét protein a sejtmagban lokalizalodik. Ugy tiinik,

hogy Arabidopsis-ban UV-B hat&sara a HY5-nek a COP1 altal kdzvetitett degradécioja gatlodik,
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és ezaltal stabilizalodik a HY5 (Favory és mtsai., 2009). A COP1 tehét részt vesz a feltételezett
UV-B fotoreceptor A&ltal kozvetitett jelatviteli utban, de az UV-B A&ltal indukalt
stresszvalaszokban feltehet6en nincs szerepe (Oravecz és mtsai., 2006).

A mér korébban emlitett UVR8 ugyancsak sziikseges a HY5 aktiviciojahoz (Brown és
mtsai., 2005). A COP1-ben, illetve az UVR8-ban tortént mutaciok egyarant blokkoljdk a HY5
aktivaciojat, amely jol mutatja az azonos jelatviteli Utban valo részvételiket. Feltételezhetd, hogy
az UVRS8 fuggd utvonal osszes génjének miikodését szabdlyozza a HY5 és HYH, melyek
egymassal részleges vagy teljes atfedésben mikddnek, tovabba ezek a transzkripciés faktorok
valészinlleg nem jatszanak szerepet az UV-B-re vélaszt add, de UVRS fliggetlen jelatviteli
folyamatokban (Jenkins és mtsai., 2007). Ujabb megfigyelések alapjan tudjuk, hogy az UV-B
kivaltja az UVR8 és a COP1 fehérjék direkt interakcidjat. Ez a kdlcsdnhatds az UV-B ellen
védelmet biztositd jelatviteli rendszer nagyon Kkorai szakaszaban szerepel, amely felel a
COP1-gyel, gyors UV-B fugg6 felhalmozodésa a sejtmagban, és UV-B specifikussdga mind
olyan tulajdonsagok, amelyek emlékeztetnek az ismert fotoreceptorokra. igy nem zérhat6 ki
annak lehet6sége, hogy az UVRS esetlegesen UV-B fotoreceptorként miikodik (Favory és mtsai.,
2009).

2.3. NAC transzkripcios faktorok

A NAC proteinek a ndvenyspecifikus transzkripciés faktorok egyik legnagyobb csaladjat
alkotjak. A NAC mozaiksz6 a csaldd els6kent leirt harom tagjanak nevébdl szdrmazik, melyek
név szerint a NAM (NO APICAL MERISTEM), az ATAF1,2 és a CUC2 (CUP-SHAPED
COTYLEDON 2) (Souer és mtsai., 1996; Aida és mtsai., 1997). A mohaktol kezdve, a
feny6féléken &t, a z&rvatermdkig, tagjai a névényvilagban széles kérben el6fordulnak, példaul az
Arabidopsis thaliana genomja tobb mint 100 NAC domain-nel rendelkezd gént tartalmaz
(Riechmann és mtsai., 2000). A NAC proteincsalad olyan kulénbdzé novényi fehérjéket foglal
magéaba, melyeket egy erdsen konzervalt N-termindlis NAC domain és egy a hosszat és
aminosav szekvencidjat tekintve is igen valtozatos C-terminalis jellemez. A NAC transzkripcios
faktorokat elGszor alig tobb mint egy évtizede irték le (Souer és mtsai., 1996).

A NAC proteinek kilonb6z6 novényi folyamatok iranyitasdban vesznek részt. Szerepik van
egyes fejlédesi folyamatokban, kdztlik a hajtas apikélis merisztémajanak, a viragzati szervek és
az oldalgyokerek kialakulasaban (Souer és mtsai., 1996; Aida és mtsai., 1997; Xie és mtsai.,
2000), részt vesznek biotikus és abiotikus stresszvalaszokban (Collinge és Boller, 2001; Hegedis

és mtsai., 2003; Tran és mtsai., 2004) novényi hormonszabalyozésban (Xie és mtsai., 2000;
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Fujita és mtsai., 2004), illetve vedekezési folyamatokban egyarant (Xie és mtsai., 1999; Ren és
mtsai., 2000). A mutans fenotipusok felt(ind megjelenése jol jelzi a NAC csalad jelent6ségét a
novénybioldgidban. A legtdbb petdnia (Petunia x hybrida) nam mutans esetében hianyzott a
hajtas apikalis merisztéméaja és az egyedek még csirandveny korban elpusztultak. Ezekben a
muténsokban el6fordult a sziklevelek 6sszendvése is. Ha a novényeknek id6nként sikerult
tulfejlédni ezen az allapoton, a viragzat fejlédésében mutatkozott zavar (Souer és mtsai., 1996).
Az els6ként jellemzett NAM gént nem sokkal utdna a CUC2 gén leirdsa kovette (Aida és mtsai.,
1997). A cucl cuc2 dupla mutansok fogyatékossagai, az dsszeforrt sziklevelek, és az apikélis
merisztéma hianya a nam fenotipuséhoz hasonlé (Aida és mtsai., 1997). A CUC1 gén altal
kédolt NAC-domain protein nagyfokd szekvencia hasonlésagot mutat a CUC2-vel. Egy
harmadik Arabidopsis NAC gén, a CUC3, mely ugyancsak részt vesz a csucsmerisztéma és a
sziklevelek fejl6désében, jol mutatja a funkcionalis ismétl6dés meglétét (Vroemen és mtsai.,
2003). Az Arabidopsis NAP (NAC-like, activated by APETALAS3/PISTILLATA) génjének
expresszidja alapvetd fontossagu a virdgzati szervek sajatossagainak kialakitasaban (Sablowski
és Meyerowitz, 1998). Az Arabidopsis NAC1 génje az auxin jelatvitel egyik eleme, az
oldalgytkerek képzésében jatszik szerepet (Xie és mtsai., 2000; Malamy és Benfey, 1997).

Az Arabidopsis TIP (TCV-INTERACTING PROTEIN) a TCV virus kapszid fehérjéjével
kerll specialis kdlcsonhatasba, és feltehet6en a rezisztencia kialakitasaban van alapvetd szerepe
(Ren és mtsai., 2000). A GRAB1 és GRAB2 fehérjek a buza geminivirus RepA fehérjéhez
kotédnek (Xie és mtsai., 1999). A paradicsom StNAC génje, illetve az Arabidopsis ATAF1 és
ATAF2 génjei patogénfertzés és sebzés hatdsara, mig a repce BnNAC génje els@sorban
rovarkarositas és gombafert6zés hatasara indukalodik (Collinge és Boller, 2001; Hegedis és
mtsai., 2003). Harom kilénbdz6 Arabidopsis NAC gén (ANAC019, ANACO055 és ANACO072)
talexpresszaltatasa fokozott szarazsagtoleranciat eredmenyezett. Tovabbd az ANAC072 (RD26)
részt vesz egy ABA-fliggd stressz jelatviteli atban, és indukalddik reaktiv oxigénforméak hatésara
is (Fujita és mtsai., 2004). A cukorndd SSNAC23 génje er6sen indukalddik hideg, viz és
rovarkarositds hatasara (Fabio és mtsai., 2005). A NAC csalddba valdé besorolas és a
stresszvalaszokban betdltott feltételezett fiziologiai szerep kozotti 6sszefliggés még nem
tisztdzott, azonban az emlitett tanulmanyok jol ramutatnak a kilonbdzd jelatviteli utak kozotti
kapcsolatokra, illetve atjarhatdsagra.

Expresszios vizsgélatok igazoltdk a NAC gének részvételét a virdgzat fejl6désében és
reprodukciéban (Hu és mtsai., 2003; Wellmer és mtsai., 2004; Hennig és mtsai., 2004), a
hormonvélaszokban (Seki és mtsai., 2002; Hoth és mtsai., 2002), biotikus (Schenk és mtsai.,
2003) és abiotikus (Seki és mtsai., 2002; Oono és mtsai., 2003; Rabbani és mtsai., 2003)

stresszvalaszokban. Emellett a NAC gének részt vesznek a fényvéalaszban (Hayama és mtsai.,
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2002; Ulm és mtsai., 2004; Jiao és mtsai., 2003; Vandenabeele és mtsai., 2004), a programozott
sejthaldlban (Vandenabeele és mtsai.,, 2004; Gechev és mtsai.,, 2004), és az Oregedési
folyamatokban (John és mtsai., 1997; Lin és Wu, 2004).

A NAC transzkripcios faktorok dsszetett szabalyozdsaban szerepet kapnak az mRNS-hasitést
eredményezd mikroRNS-ek (miRNS), illetve az ubiquitin-fliggé proteolizis is.

A miRNS-ek olyan rovid RNS-ek, melyek a cél mRNS-hez kapcsolédva, annak poszt-
transzkripcionalis repressziojat eredményezik. Szdmos NAC gén esetében igazolt a poszt-
transzkripcionalis irdnyitds megléte. Példaul az miR164 sziikséges a CUC1 és CUC2 helyes
szabalyozésahoz (Mallory és mtsai., 2004; Laufs és mtsai., 2004). A Cucurbita maxima (stt6tok)
NAC (CmNACP) mRNS-ének floem transzportja az RNS-szint(i szabéalyozas egy mésik modjat
mutatja (Ruiz-Medrano és mtsai., 1999). A NAC aktivitdsat poszt-transzlacios szinten az
ubiquitin altal kozvetitett proteindegradécio irdnyitja. Az E3 ubiquitin-protein-ligaz funkcidval
rendelkezd SINATS5 a NAC1-gyel kdlcsonhatasba keriilve, részt vesz annak proteoszomatikus
lebontasaban, és ezzel gyengiti az auxin jelatvitelt (Xie és mtsai., 2002).

A csalddot meghatdrozd N-terminalis domain-t NAC domain-nek nevezték el (Aida és
mtsai., 1997). A NAC proteinek C-terminalisa meglehetésen véaltozatos. Szamos NAC fehérje
esetén transzkripcionalis aktivacios domain-ként funkcional (Xie és mtsai., 2000; Ren és mtsai.,
2000; Heged(is és mtsai., 2003; Robertson, 2004; Duval és mtsai., 2002). A NAC proteinek
kozos éltaldnos vonasa, a C-termindlis régidban nagy gyakorisdgban el6forduld egyszer(
aminosav ismétl6dések és a szerinben, treoninban, prolinban és glutaminban gazdag régidk
el6fordulasa (Duval és mtsai., 2002; Kikuchi és mtsai., 2000; Heged(s és mtsai., 2003).

A DNS és més fehérjék megkotesére egyarant alkalmas NAC domain strukturalis
meghatérozésa betekintést nyljt a proteincsalad molekularis funkcidiba. A NAC domain egy
csavart, antiparallel B-lemezbdl és, az 6t korllvevd a-hélix egységekbdl all (Ernst és mtsaii.,
2004). Szerkezete utal a domain DNS-kot6, illetve a NAC proteinek dimerizécidjaban betdltott
szerepére. A NAC domain-ek képesek viralis fehérjékkel (Xie és mtsai., 1999; Ren és mtsai.,
2000) és RING fehérjekkel is kdlcsonhatasba lépni (Xie és mtsai., 2002; Greve és mtsai., 2003).
Az ANAC NAC domain-je oldatban tobbnyire dimer formaban van jelen (Olsen és mtsai.,
2004), melynek kialakitdsdban a konzervalt N-termindlis blokk p-lemezei kozott kialakult
hidrogénkotések, a konzervalt Argl9 és Glu26 &ltal formalt séhidak és sz&mos, ugyancsak a
konzervalt N-terminalis régioban kialakult hidrofoéb kotés vesz részt (Ernst és mtsai., 2004). A
NAC1 és az ANAC proteinek a sejtmagban lokalizalédnak, amely ugyancsak egybevag

transzkripcionalis faktor szerepiikkel (Xie és mtsai., 2000; Greve és mtsai., 2003).
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2.4. Fényszabalyozo elemek

Feltételezhetd, hogy a kilonb6z6 jelatvivé lancok utolsd tagjai Ggy fejtik ki hatdsukat a
célgénre, hogy a célgén promoterén talalhaté, meghatarozott szekvencia részekhez
kapcsolodnak. Ebbdl kiindulva ezek a regulacios szekvencidk jo kiinduldpontjai a prométerhez
specifikusan kapcsolodd fehérjefaktorok azonositasénak, és ezaltal a jelatvitelben résztvevd,
tovabbi elemek azonositasdnak. Az eddig szerzett sokrét(i ismeret ellenére, keveset tudunk a fény
jelatviteli utakban szerepl6 génekre hato transzkripcios faktorokrol és azok kot6helyeir6l. A
CHS, illetve tovébbi, a fenilpropanoid bioszintézis utban résztvevdé KALKON FLAVANON
IZOMERAZ (CFI1), FLAVANON 3-HIDROXILAZ (F3H) és a FLAVANOL SZINTAZ (FLS)
gének UV-B és UV-A/kék fény &ltal indukalt expresszios valtozasai, dsszetett fényszabalyozd
elemek, LRUS/LREs (light-regulatory units/light-regulatory elements) részvételével torténnek. A
promoéter elemek, amelyek részt vesznek a CHS gen UV-B indukcidjiban, mustarbdl és
petrezselyembdl ismertek (Schulze-Lefert és mtsai., 1989; Kaiser és mtsai., 1995). Ezek a
fényszabalyozd elemek az Arabidopsis thaliana-ban két kuilénb6zd tipusu cisz-regulator elemet
tartalmaznak: a bZIP-k6t§ ACE (ACGT-containing element) és az MRE (MY B-recognition
element) tipust elemeket (Hartmann és mtsai., 1998; Weisshaar és mtsai., 1991; Droge-Laser és
mtsai., 1997; Feldbriigge és mtsai., 1997). Az ACE tipust elemek core szekvencigja: -CACGT-,
mig az MRE core szekvencidja: -ACCTA-. Az Arabidopsis CHS promoterében azonositottak
egy RRE (R response element) elemet, amely az MRE elemmel egyiitt részt vesz a CHS gén
térbeli kifejez6désének szabélyozasaban (Hartmann és mtsai., 2005). Mig az MRE“"S a MYB12,
R2R3-MYB tipustu transzkripcios faktor megkotésével fejti ki hatdsat (Mehrtens és mtsai.,
2005), addig az ACE®"™ és az RRE"* eddig ismeretlen bZIP illetve bHLH transzkripci6s
faktorokon keresztul hatnak (Hartmann és mtsai., 2005). Ezeknek a géneknek az UV-B
indukcidja HY5- és COP1-fiiggd (Oravecz és mtsai., 2006) tovabba a HY5, amely egy bZIP
transzkripcios faktor, in vitro kdzvetlenil kétédik a CHS promoter LRUL prométer elemekhez
(Ang és mtsai.,, 1998). Petrezselyem sejtkultiraval végzett kisérletek mutattak ra, hogy a
flavonoid bioszintézis Ut egy maésik résztvevlje, az acyl-CoA-oxidaz esetében az UV fény
szabalyozo elemet két, kdzel azonos ACE motivum alkotja a megszokott ACE/MRE kombinacio
helyett. Ugyancsak ez a két elem vesz részt a negativ patogénvélaszban. Az UV fény és
patogénkezelés hasonld merték(, és részben ellenkezd hatésat figyelték meg néhany CPRF, bZIP
transzripcios faktor expresszidjaban is, és a kisérleti eredmények egyértelmiien ramutattak
ezeknek a transzkripcios faktoroknak a két jelatviteli ut 6sszekapcsolasaban betdltétt szerepére
(Logemann és Hahlbrock, 2002).

34



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Felhasznélt anyagok

3.1.1. Vegyszerek és enzimek

Kisérleteinkhez, ahol azt kilén nem jeldltik, a Sigma és Reanal cégekt6l vésarolt
vegyszereket és a Fermentas, Promega és New England Biolabs altal gyartott enzimeket

hasznéltuk.
3.1.2. Baktériumtorzsek

A molekuléris klénozas sorén a rekombinans plazmidok felszaporitésara az Escherichia coli
DH5-a torzsét (Hanahan 1983) hasznaltuk. A ndvényi transzforméciohoz GV3101 (pMP90RK)
Agrobacterium tumefaciens torzset (Koncz és mtsai., 1994), mig az Agrobacterium

konjugécidhoz az Escherichia coli S17-1 torzset hasznaltuk fel (Koncz és mtsai., 1994).
3.1.3. Plazmidok és klonok

A szubklénozési lépeseket a pBluescript 11 KS/SK plazmid vektor felhasznalasaval végeztik
(Sratagene, La Jolla, USA). Az Arabidopsis transzformalasara a pPCV810 (plant cloning vector)
binaris plazmidot (Koncz és mtsai, 1994) hasznaltuk. A vektor tartalmazta az eredeti Ti plazmid
T-DNS szakaszabdl szdrmazd jobb és bal oldali hat&rold szekvenciakat (RB, LB), valamint ezek
koze épitve a bakterialis replikécios origot (ORIeie1), az ampicillin/karbenicillin rezisztenciagént
(AmpF), és a novényi sejtekben megnyilvanuld konstitutiv nopalin-szintdz prométerrel (Ppos)
vezerelt higromicin-foszfotranszferaz (higromicin rezisztenciaért felelés) gént (hpt). Munkéank
sorén felhaszndlt plazmid vektorokat és az ezek alapjan elkészitett plazmid klénokat az M1.

melléklet 1. és 2. sz&m0 tablazatban foglaltuk dssze.
3.1.4. Tptalajok

Az E. coli bakteridlis munkakhoz LB komplett taptalajt (Sambrook et al., 1989), az
Agrobacterium tumefaciens munk&khoz LB és YEB (Vervliet et al., 1975), a ndvényanyag
nevelése soran pedig MS (Murashige és Skoog, 1962), MS Top-Agar (0,5 % agar) taptalajokat

hasznaltunk, amelyeket a megfelel6 anyagokkal (MgCl, antibiotikumok, X-gal, IPTG)
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egészitettiik ki. A  kisérletekben felhasznalt antibiotikumok &ltalunk alkalmazott

a4

3.1.4. tablazat tartalmazza.

Antibiotikum Végkoncentracio Organizmus
Ampicillin (Amp) 100 pg/ml Esherichia coli
Streptomicin (Sm) 100 pg/ml Esherichia coli
Tetraciklin (Tet) 25 pg/mi Esherichia coli
Karbenicillin (Cb) 100 pg/ml Agrobacterium tumefaciens
Rifampicin (Rif) 100 pg/ml Agrobacterium tumefaciens
Kanamicin (Km) 25 pg/mi Agrobacterium tumefaciens
Higromicin (Hyg) 15 pg/ml Arabidopsis thaliana
Cefotaxim (Cf) 250 pg/ml Arabidopsis thaliana

3.1.4. tdblazat. A kisérletekben felhasznalt antibiotikumok jegyzéke

3.1.5. Novényi anyag és nevelési kondiciok

A kiindulasi névenyanyag, melyet a transzgénikus novények el6allitasdhoz és az 6ssz-RNS
izolalasdhoz felhasznaltunk, a vad tipusi Arabidopsis thaliana Wassilewskija (Ws) 6kotipusa
volt. A copl-4 (McNellis és mts., 1994b), az uvr8 (Kliebenstein és mts., 2002), a crylcry2
(Mockler és mts., 1999) és photlphot2 (Kinoshita és mts., 2001) mutansok Columbia (Col), a
phyAphyB (Reed és mts., 1994) mutansok Landsberg erecta (Ler) 6kotipusban vannak.

A transzformaciohoz sziikséges névényanyag nevelése

Az A. thaliana novények magvait felhasznalasig sotétben, 4°C-on taroltuk. A magvakat
COMPO SANA tipusu viragfold felszinére vetettiik. A gombas fert§zések megakadalyozésara a
talajt a vetéssel egy id6ben és szlikség esetén vegetacioban is Fundasol 50WP 0,1%-os oldataval
kezeltiik. Tavasztol 6szig terjedd id6szakban mesterséges megvilagitas alkalmazasa nélkl,
uveghdzban, mig a téli idészakban, fitotronban, hossztnappalos kortilmények (12/12h fény/sotét
fotoperiodus, 80% relativ péaratartalom és 23+2°C) mellett neveltik a novényanyagot. A

transzforméciohoz 8-10 hetes korban, virdgos allapotban hasznaltuk fel &ket.
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A transzformalésbol szdrmaz6 névényanyag kezelése

A transzformdlt novényekrdl szarmaz6 T1 magok fellletét aratast kdvetGen sterilizaltuk.
Korulbelul 0,1 g magot sterilizaltunk 5% Na-hipoklorit és 0,01% Tween20 oldataban 10-15
percig, haromszor mostuk steril desztilllt vizben, majd MS Top-Agar-ban (15 pg/ml
Hygromycin, 250 pg/ml Cefotaxim) felvéve, MS (15 pg/ml Hygromycin, 250 pyg/ml Cefotaxim)
taptalajra szélesztettiik 6ket. A T2 magpopulacidt, az el6z6ekben ismertetett modon sterileztik,
majd 200-300 pl, 0,1%-0s agardzban felvéve szelekcids taptalajra (MS, 15 pg/ml Hygromycin)
helyeztlk.

A lemezeket a csirdzés elésegitése érdekében két napra 4°C-ra helyeztilk, majd a csiraztatas
fert6zésmentesen, 23C-on, hosszunappalos koértlmények (12/12h fény/sotét) kozott, korilbelll
100uE m? s fényintenzitas mellett, novényneveld kamraban [Versatile Environmental Test
Chambers (MLR-350 Sanyo,)] folyt 6 napig. Az UV-B kezelésre a 7. napon kertilt sor.

A voros fénykezeléshez a ndvényanyag nevelése médosult. Ehhez a kezeléshez a T2 magok
sterilezés utan ket napra 4°C-ra kerlltek, és a csirdztatdis mar a mérésre hasznalt 96 lyukas
mikrotiter lemezben tortént sotétben, 4 napig, 23°C-on. A voros fénykezelésre az 5. napon kerult

Sor.

3.2. Arabidopsis thaliana transzformacio, transzgénikus ndévények
elGallitasa

A transzgénikus A. thaliana névényeket Agrobacterium tumefaciens kdzvetitésével, viragzat
bemartasos madszerrel llitottuk eld, Clough és Bent (1998) szerint.

A transzformécidhoz felhasznalt névények akkor a legoptiméalisabbak, ha sok virdgzatuk és
kevés becStermésik van. Az A. tumefaciens tdrzset, amely hordozza a binaris vektort,
karbenicilinnel kiegeszitett YEB (300 ml) tdpoldatban ndvesztettilk 28°C-on 2 napig, majd
500ml folyadékkultirdba (mar csak a binaris vektorra szelektiv antibiotikumot tartalmazott)
atoltva novesztettik tovabbi 1-2 napig. Ezutdn 20 perc, (25°C, 3500 rpm) centrifugalést
kovetben a leulepedett baktériumsejteket 2ml 5% szachardzoldattal dvatosan felszuszpendaltuk,
majd folyamatos keverés mellett tovabbi 200 ml cukoroldattal higitottuk. A veégezetil 0,01%
Silwet L-77-et (Lehle Seeds) és 10 mM MgCl,-t tartalmazd baktérium szuszpenzidba a

novények virdgos részét 2-3 méasodpercre bemértottuk. Ezutan a novenyeket elfektetve, a magas
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péaratartalom biztositasa eérdekében atlatszo foliaval letakartuk 24 6réra. A jobb transzformécios

hat&sfok elérése érdekében egy hét elteltével megismételtiik a folyamatot.

3.3. Abiotikus és biotikus stresszkezelések korulmenyei, és a luciferaz-

aktivitas mérése

UV-B és kvarc kezeléshez a hat napos csirandvényeket egyesével olyan 96 lyuk( mikrotiter
lemezekbe helyeztiik, amelyekbe el6z6leg Iyukanként 200 pl MS téptalajt toltottlink (A gombéas

=z

A novényekre 20 pl, 2 mM D-luciferin (Biosynth) oldatot mértiink, majd a lemezeket &tlatszo

fed6foliaval (TopSeal™

—A:96-Well Microplates, Perkin Elmer) zartuk le. A csirandvényeket
tovabbi 12-16 o6raig neveltiik (12/12h fény/sotét), majd 7 napos korban, a vilagos szakaszban
végeztik a fénykezeléseket.

A luciferdiz gént hordozé novénykék kezelések hatéséra bekdvetkezd lumineszcencia
valtozasat TopCount™ (Packard) automata luminométeren mérve kovettiik. Elsé lépéseként 2-3
pont lemérésével felvettiik az alapvonalat, amely UV-B és quarz fénykezelés esetében fehér
fényben, mig voros fénykezeléses mérése esetében sotétben folyt. UV-B (25 perc) és quarz (15
perc) kezeléshez fényforrdsként 8 darab Philips TL 40W/12 UV fénycsovet tartalmazd lampét
hasznaltunk, amely 310 nm emissziés maximummal rendelkezik, fényintenzitasa 7 W/m2, A
spektrum megfelel6 tartomanyéanak kisz(réséhez a fényforras és a mikrotiter lemez kdzé 3 mm-
es vastagsagu transzmisszios alulvago filtert hasznaltunk (WG305, quarz). A vords fény
kisérletekhez az etiolalt csirandovényeket 4 napig 200 pl MS taptalajt tartalmazé mikrotiter
lemezekben neveltiik, 1 napig luciferinben pre-inkubéltuk, majd az 5. napon 20 PEm™s™ vords
fénnyel megvilagitottuk. A vords kezeléshez (60 perc) 936 db, vords fényt (Amax=660 nm)
emittalé diddéabol felépulé fényforrdst (MIKRO KKT) hasznéltunk. A hormonokhoz kétott,
illetve a tobbi abiotikus stresszvélasz kivaltasdhoz a 12L/12D kérulmények kozott nevelt 6 napos
csirandvényeket mikrotiter lemezekbe helyeztilk, és 1 napig luciferinnel pre-inkubaltuk. Majd a
(abszcizinsav) (Duchefa) oldatot, sostresszhez 250 mM NaCl oldatot, ozmotikusstresszhez pedig
100 mM mannitolt mértink rdjuk. A hdstresszhez a csirandvényeket 6 6rara 37°C-ra, mig a

hidegstresszhez ugyanilyen id6tartamra 4°C-ra helyeztuk.
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3.4. Molekularis biologiai modszerek

3.4.1. Plazmid DNS tisztitasa

A bakteridlis plazmid DNS-t az an. alkalikus lizis modszerrel tisztitottuk (Sambrook et al.,
1983). Amennyiben DNS szekvencia meghatarozasa volt a cél, a QIAPrep Spin Miniprep Kit
(QIAGEN) felhasznalasaval tisztitottunk plazmid DNS-t.

3.4.2. Novényi DNS tisztitasa

Noévénymintainkbol a DNS-t Shure et al., (1983) modszere alapjan vontuk ki. A novényi
mintakat eppendorf cs6ben, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd felhasznalasig -80°C-
on taroltuk. Korilbelil 100 mg ndévényi szbvetet, Uveggydngydk (1,25-1,55 mm, Roth)
segitségevel, Silamat S5 érlémalomban homogenizéltunk. A mintékat kétszer 10 mésodpercig
razattuk, mikzben tobbszor folyékony nitrogénben leh(tottik. Kivond puffer (0,6 M NaCl, 0,1
M Tris pH 7,5, 40 mM EDTA, 4% Sacrosyl, 1% SDS) : 10 M urea : 2 M Na,S,0s5 1:1:0,02
aranyl keverékével, majd kétszer 1:1 aranyu fenol-kloroform eleggyel 5 perc (5000 rpm, 4°C)
centrifugalassal extrahaltuk és 0,7 térfogat izopropanollal Kkicsaptuk. A csapadékot
visszaoldottuk 300 pl TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) pufferben majd 20 pg RNaz-
A-val kezeltlik (37°C, 1h). Ezt kfvet6en a DNS-t 1/10-ed térfogatnyi 3 M Na-acetéttal és 2,5
térfogat 96% etanollal (-70°C, 1h) kicsaptuk, 20 perc, (13 000 rpm, 4°C) centrifugélast koveten
a csapadékot 75% etanollal kétszer mostuk, majd beszéritds utdn 50-100 pl steril desztillalt

vizben oldottuk és felhasznalasig —20°C-on taroltuk.

3.4.3. Southern-analizis

A DNS mintakat 1,2 %-0s agar6z gélben és TBE (90 mM Tris, 90 mM boérsav, 3 mM
EDTA) pufferben elektroforézissel elvélasztottuk,, majd N+ (Amersham) membrénra
rogzitettik. A hibridizaciot Sambrook és mtsai. (1989) szerint végeztiik. A radioaktiv probét
(0®’P) dCTP beépitésével, random primer modszerrel (Promega: Prime-a Gene Kit,

Fermentas: HexaLabel TM) készitettuk.
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3.4.4. Novényi RNS tisztitasa

A novényi mintdkat eppendorf cs6ben, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd
felhasznalasig —80°C-on taroltuk. Novénymintainkbdl 6ssz-RNS-t a Qiagen RNeasy Plant Mini
Kit segitségével vontuk ki a gyarto utasitasait kovetve.

Ehhez korulbeliil 100 mg-nyi szdvetet homogenizaltunk el a DNS-izol&lasnal emlitett golyds
drlbmalommal. A mintakat keétszer 10 mésodpercig rdzattuk, mikdzben tdbbszor leh(tottik
folyékony nitrogénnel. A tovabbiakban a gyart6 utasitasai szerint jartunk el.

=7

meg.
3.4.5. RNS-analizis

Northern-analizishez az RNS kivonatokat formaldehidet tartalmazé 1,2 %-o0s agar6z gélben,
1X-es MAE pufferben ( 0,1 M MOPS [ pH 7,0], 40 mM Na-acetat, 5 mM EDTA) vélasztottuk
szet. Az RNS-ek filterre rogzitését és hibridizalasat Amasino (1986), valamint Church és Gilbert
(1987) szerint vegeztik. Az RNS-eket specifikus primerpar segitségével készilt (3. tdblazat) RT-
PCR fragmentum felhasznélaséval, radioaktiv izotoppal jeldlt (o*2P) dCTP segitségével, random
primer modszerrel (Promega: Prime-a Gene kit, Fermentas: HexalLabelTM ) szintetizalt probaval
mutattuk ki.

3.4.6. Polimeraz lancreakcio, PCR termékek klonozasa, szekvenéalasa

PCR reakci6t altaldban 50 pl térfogatban, kortlbelil 100 ng DNS templat, 10 pmol primer,
10 mM dNTP mix, megfelel6 puffer és 1 U Taq polimeréz felhasznélasaval végeztik. A reakcio
paramétereit az adott primerparnak (M2. melléklet 3. tablazat) megfelel6en optimalizaltuk.

A kapott termékeket agar6zgélen elvalasztottuk, amennyiben szekvencia analizis volt a cél, a
kivant DNS fragmentumot a gélbdl izolaltuk a GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(Amersham) segitségével a gyartd utasitasait kdvetve, majd T4 polimerazzal a gyartd utasitasai
alapjan a vegeket feltdltottik, és EcoRV vagott pBluescript 11 KS/SK kl6noz6 vektorba ligaltuk.
A ligdtummal E. coli DH5-a. sejteket transzformaltunk. A vizsgalt klonok szekvencidjanak
meghatérozésa automata szekvenator (3100 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) segitségével

tortént.
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3.4.7. Inverz PCR

Az inverz PCR-t Sambrook és Russel (2001) altal kifejlesztett modszer szerint végeztik a
PCR reakcid korulményeinek kisebb mddositasaval. A felhasznalt primereket az M1 melléklet 3.

tablazataban tintettiik fel.

Az amplifikdcio hdmérsékleti kdrilményei a kdvetkez6k voltak:

94°C 4 min
94°C 25 sec
65°C 40 sec 4 Clklus
69°C 7 min
94°C 25 sec 3
65°C 40 sec
26 ciklus

69°C 7 min+6 sec/ciklus>
70°C 6 min

J
4°C 00

A reakci6 termékeket 1%-0s agar6z gélen, TBE pufferben valasztottuk el.

3.4.8. RT- PCR

A vizsgélt ndvényanyagot MS téptalajon, novénynevel6 kamraban neveltik hossztnappalos
korulmények kozott, 10-14 napig. A 25 perces UV-B kezelés utan a lemezeket visszahelyeztik a
novényneveld kamraba, majd 60 és 90 perc mulva vettiink mintat RNS tisztitdshoz. Kontrollként
kezeletlen novényeket alkalmaztunk.

Az expresszios vizsgalathoz az RNS mintékat 10 ng/ul-es koncentréacidra higitottuk, és 1 pl-t
adtunk egy 12,5 pl-es reakciéhoz. A reverz transzkripciés PCR-hez a OneStep RT - PCR Kitet
(Qiagen) hasznaltuk a gyarto utasitasait kovetve. A felhasznalt primerparokat az M1 melléklet 3.

tablazata tartalmazza.
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Az amplifik&cio hémérsékleti korilményei a kdvetkez6k voltak:

50°C 30 min
95°C 15 min
95°C 45 sec N\

58°C-0.2°C /ciklus 45 sec

72°C 1 min 4 ciklus
72°C 10 min )
4°C 00

A reakcidtermékeket 1,8%-0s agar6z gélen, TBE pufferben valasztottuk el.

3.4.9. Irdnyitott pontmutécio létrehozésa

A vizsgalt prométer szekvencidban irdnyitott pontmutacio létrehozdsahoz a QuikChange
Site-Directed Mutagenesis Kitet (Stratagene) hasznaltuk a gyarté Gtmutatdsait kovetve. A
modositani kivant DNS fragmentet pBluescript 11 KS/SK plazmidba klénoztuk, a médositést

tartalmazé oligonukleotid primereket az M1. melléklet 3. szdmu t&blazatéban tuntettik fel.

Az amplifikécid paraméterei a kdvetkezdk voltak:

95°C 30 sec

95°C 30 sec

5%5C 1 min 12 ciklus
68°C 3 min

4°C 00

A reakcioterméket 1%-o0s agar6zgélen valasztottuk el, izolaltuk, klénoztuk, majd E. coli

DH5- & sejtekbe transzformaltuk. A reakcio sikerességét szekvenaléssal ellendriztuk.
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3.4.10. Agrobacterium tumefaciens konjugacid

A pPCV binéris ndvénytranszformécios vektort E. coli S17-1 torzs segitségével juttattuk A.
modszere szerint végeztuk.

A donor E. coli S17-1/ pPCV-t LB, mig a recipiens Agrobacterium. tumefaciens -t YEB
tapoldatban ndvesztettiik. Mindkettéb6l egyenld (200-200 pl) mennyiségeket dsszekevertiink
egy eppendorf csében, majd ebbbl a konjugaciés mixbél 3-4 cseppet YEB szilard téptalajra
cseppentettlink és steril filke alatt hagytuk 6ket megszaradni. A lemezeket 28°C-on, 1-2 napig
inkubaltuk. Miutan a baktériumtelepek feln6ttek, atoltottuk Gket a megfeleld két antibiotikummal
kiegészitett YEB szilard taptalajra, és szelektaltuk a vektort hordozd Agrobacterium tumefaciens

sejteket.
3.4.11. EMS mutagenezis

A Wassilewskija 6kotipust Arabidopsis thaliana ANAC13::Luc transzgénikus ndévényvonal,
anyagként.

Korulbelul 1 g (~50 000 db) magot, vernalizalast (2 nap, 4°C) kdvetSen pér drara vizben
el6aztattuk, majd etilmetan-szulfonat (EMS) 0,2 %-os oldatdban gyengén rézattuk 12 6réan at.

Az EMS kezelést kdvet6en a magokat b6 vizmennyiséggel 12x atmostuk, majd végil nagy
mennyiségl vizben felvéve, 800 cserép (8 cm x 8cm) fold felszinére egyenletesen kivetettiik.
Megkozelit6leg 50-100 mag keriilt egy cserépbe.

A csiraztatést és novénynevelést a nyari (hosszunappalos) id6szakban, tiveghazban végeztik.
A ndvények beérését kdvetben cserepenként magot fogtunk, és az igy kapott M1 magpopuléciot
vizsgéltuk. A learatott 800 cserép novényt, 800 kiilon csoportként kezeltik és sz(rtlk.
Csoportonként korilbeltl 150-200 magot szélesztettiink ki MS taptalajra. A lemezeket 2 napra
4°C-ra helyeztik, majd a csiraztatds novénynevel§ kamréban, hosszinappalos korilmények
kozott, 23°C-on folyt 6 napig. A csirdzés atlagosan 50%-o0s volt, igy csoportonként korulbelil
100 csirandvény luciferaz aktivitdsat mértik meg. A mérést, a mar korabban leirt mddon,
TopCount™ (Packard) automata luminométerrel végeztiik. A csokkent luciferaz aktivitast
mutatdé csirandvényeket felneveltik, rdluk magot fogtunk, majd az igy kapott M3
magpopulaciobol szarmazé csirandvényekbél RNS-izolalds utdn szemi-kvantitativ. PCR

vizsgélatot végeztink.
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4. EREDMENYEK

Az UV-B sugérzasra adott valaszok elemzésének egy fontos Iépése annak vizsgélata, hogy a
teljes genom szintjén mely gének expresszidjat befolyasolja ez a kdérnyezeti inger. Munkank
el6zményeként kordbban beszamoltak az UV-B kezelésnek kitett, fehér fényben nevelt, 7 napos
Wassilewskija (Ws) 6kotipusti Arabidopsis thaliana csirandvények teljes genom microarray
analiziserdl (Ulm és mtsai., 2004). Ez a vizsgalat szdmos olyan tovabbi kisérlet alapjaul szolgalt,
amelyek célja az alacsony intenzitasu, nem karositd6 UV-B &ltal, Arabidopsis csirandveényekben
kivaltott valaszreakciok, tovabba az UV-B jelatvitel (j komponenseinek azonositasa. A 15
perces, kilonbdz6 hullamhossz tartomanyd UV-B kezelések hatdsara nagysz&mu gen
expresszidjaban tortént valtozas. Specifikusan, az alacsony intenzitdsu UV-B hatasara 100 gén
mutatott legalabb kétszeres indukcidt, és 7 gén represszaldédott. Megfigyelték, hogy ezeknek a
géneknek az expresszidja atmeneti jellegli, és kozottuk nem meglepd modon, nagy szamban

szerepelnek transzkripcios szabalyoz6 elemek (Ulm és mtsai., 2004).

4.1. Az UV-B altal indukalt transzkripcionalis valtozasok vizsgalata

4.1.1. Magas UV-B indukciot mutat6 gének expressziés mintazata

A microarray analizis eredményei alapjan az alacsony intenzitdsu UV-B-re valaszt ado
gének kozul kivalasztottuk a 10 legmagasabb indukciot mutat6 gént (4.1. tblazat). Ahhoz, hogy
meghatérozzuk, ezen gének UV-B indukalt expresszidja transzkripcids szinten, avagy mRNS
stabilitas szintjén szabalyozott, a transzkripcios aktivitds markereként hasznalt luciferdz riporter
rendszert hasznaltuk fel. Ebben az in vivo vizsgalati rendszerben a kivalasztott gének promater
riporter génhez, majd ezekkel a konstrukcidkkal transzformalt Arabidopsis ndvényeket vetettiik
vizsgélat ald. A Kkonstrukciokat tartalmazé ndvények Ontermékenyulésbdl szarmazo T2
nemzedékét a Szegedi Bioldgiai Kdzpont Novényi Krono- és Fotobioldgiai csoportja bocsatotta
rendelkezésiinkre. A szegregécios arany alapjan meghatarozva, a transzgént egy, vagy kevés
képidban tartalmazd, homozigéta névényeket szaporitottuk fel, és T3 generdcidjukat hasznaltuk
a tovabbi kisérletekhez. Hogy meghatérozzuk a vizsgalt gének UV-B indukalt expresszidjanak
idébeli valtozasat és az indukcid6 maximalis értékét, a kovetkez6 Kkisérletet végeztik. A
hossztnappalos korulmények kozott (12h fehér fény/12h sotét) nevelt, 7 napos transzgénikus

novényeket polikromatikus UV-B sugarzasnak tetttik ki, majd a luciferaz riporter gén aktivitasat
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automata luminométeren mértik. Els6 megkozelitésként két kilonbdzd UV-B spektrumot

vizsgéltunk. A spektrum megfelel§ tartoményainak kisz(iréséhez a polikromatikus fényforras és

a csirandvényeket tartalmazé mikrotiter lemez kozeé transzmisszios alulvidgo filtereket

helyeztink. A WG305 (50%-0s transzmisszi6ja 305nm-nél van) alulvago filterrel egy hosszabb

hullamhosszd UV-B spektrumot allitottunk el6, mig a kvarc filter az UV-B spektrum hosszabb

esetben tehat egy szlretlen UV-B fényérzékelésrél beszélhetiink (1. abra).

VA

WG305 Kvarc

AGI szdm Gén indukcid indukcio

mértéke:x (cslcsa) mértéke:x (cslcsa)
At5g11260 HY5 35x (120 min) 8x (150 min)
At4g14690 ELIP2 33x (140 min) 8x (150 min)
At5¢52250 WD-40 repeat csalad 24x (180 min) 4x (180 min)
At1g32870 ANAC13 16x (270 min) 16x (400 min)
At2g36750 UGT72C1 13x (160 min) 19x (240 min)
At4g15480 UGT84Al 11x (140 min) 3x (200 min)

zinc finger . .

At3g21890 (B-box type) csalad 10x (160 min) 2x (180 min)
At5g59820 ZAT12 7x (180 min) 30x (320 min)
At3g17609 HYH 6x (180 min) 4x (180 min)
At5g05410 DREB2A 5x (180 min) 4x (180 min)

4.1. tdblazat. A 10 legmagasabb UV-B indukciét mutat6 gén

A teljes genomot lefedd microarray analizis (UIm és mtsai. 2004) alapjan kivalasztott 10 gén

UV-B indukciojat transzkripcios szinten kiilonbdzé kinetika és érzékenység jellemzi révidebb (sz(irés

nélkili, kvarc) és hosszabb (sz(irt, WG305) hullamhosszi UV-B sugarzas esetén. Feltlintettiik, hogy

maximum hanyszoros volt az indukcié, hogy ennek a szintnek az eléréséhez mennyi idére volt

sziikség, illetve az AGI szamokat és a vizsgalt gének neveit.

45




100
90
80
70 | —— kvarc
60 | = waeaos [
X 50 -
[ WG327
40 —
—e—WG295
30
20
10
0« _ L T
200 250 300 350 400
Hulldmhossz (nm)
0,35 .
—e—kvarc
0,3 -#-\WG305
“ napfény
0,25 . ) .
. monokromatikus fényforras
N
£ . —-WG295
\;., —-\WG327
[72]
So15
N
c
]
Z o021
0,05
0 W e e
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
Hullamhossz (nm)

1. abra.
A fels6 abra a kisérleteink soran felhasznalt filterek transzmissziéjat (T) mutatja %-os értékben
megadva. Az als6 abran a felhasznalt filterek altal meghatarozott spektrumokat tiintettiik fel az

intenzités és hullamhossz figgvényében.

A megvilagitas hossza a nagyobb hullamhosszu kezelés estében 25, mig a joval nagyobb
intenzitasu kvarc esetében 15 perc volt. A vizsgalt prométerekhez kapcesolt luciferaz riportergen
aktivitasat, a besugarzast kdveten 20 percenként mértiik, kb. 500-700 perces id@intervallumban.
Minden egyes gorbe, az izolalt T3 vonalak atlagadataibol sziletett. A mérések alapjan kit(inik,

hogy a nagyobb hulldmhosszi UV-B sugéarzas gyors expresszids valtozést indukal a Propys,
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ProeLipz, Proasgszoso €S @ Proanacis promoterek esetében, mig a szliretlen UV-B hatésara a

e

Prozati2, Proucrraci €s a Proanaciz promoterek transzkripcios aktivitasa novekszik. Felt{ing,

hogy a Proanacis kzel azonos expresszios mintazatot és szintet mutat a hosszabb hullamhosszd,

és a szliretlen UV-B alatt is (2. &bra).

A
40 —+— ELIP2
—#— UGT84A1
35 —&— zinc finger csalad
—O—UGT72C1
© 30 —m— ANAC13
g [ —t— ZAT12
o D 25 A
Qv DREB2A
é § 20 A —8— WD-40repeatcsalad
é g ——HYH
5215
-
8L 10
()
o
5
0 T T T T T T T
o 100 200 300 400 500 600 700
A kezelés kezdetétdl eltelt idd (min)
—+— ELIP2
B —#— UGT84A1
40 —&— zincfinger csalad
—o— UDP-GT
35 —¥%— ANAC13
< 30 —A— ZAT12
‘O —— DREB2A
§:§ 25 4 +\é\é2l-;l';)repeat
3 —o— HYH
ch 2 20 A1 —#&— HY5
= o
E 2 15 —e—355
.
= c
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(6]
[0
5
o P
0 100 200 300 400 500 600 700
A kezelés kezdetétdl eltelt id6 (min)

2. abra.

(A) 10 kivalasztott gén promoteréhez kapcsolt luciferaz expresszios mintazata hosszabb hullamhosszi
(WG305) és (B) sz(retlen (kvarc) UV-B kezelés hatasara. Kontrollként a CaMV 35S promoterét

hasznaltuk.
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A relativ lumineszcencia a kiindulési szintekhez képest relativ értékeket jelent, tehat azt mutatja,
hogy az UV-B kezelést megel6z6en felvett alapvonalhoz képest, hanyszorosara ndvekedett a

luciferaz aktivitasa.

4.1.2. Az ANAC13 gén korai UV-B valaszanak spektralis fliggése

A Kirajzolodo expresszids mintazata alapjan (2. dbra) a tiz kivalasztott UV-B valaszt ad6 gén
kozul az ANAC13-mal végeztiink tovabbi kisérleteket. Az ANAC13 egyrészrél az atlagosnal
magasabb UV-B indukciot mutatott, illetve felkeltette érdekldésiinket, hogy mindkét vizsgalt
spektrum esetében szinte azonos mértékl indukciot mértiink. A kivalasztasnal az is szerepet
jatszott, hogy egy Uj elemt vizsgéljunk. A microarray kisérletb6l szarmaz6 adatok megerdsitése,
illetve tovabbi jellemzés céljabol, az eredetiekkel azonos korilmények kdzott megismételtilk az
UV-B kezeléseket Ws Okotipusu Arabidopsis ndvényeken. A csirandvényeket 7 napos korig
novénynevel6 kamréban neveltik hossziinappalos koriilmények kozott. Az UV kezelés sorén,
csokkend transzmisszios tulajdonsagu alulvagé filterek felhasznélasaval, négy kiilonbz6 UV
spektrumot Aallitottunk el6: WG327 (negativ UV-B kontroll, tdlnyoméan UV-A), WG305
(alacsony energiaszintli UV-B), WG295 (er6sebb UV-B) és kvarc (szlretlen, er6s UV-B). Meg
kell jegyeznunk, hogy a WG327-es alulvago filter alatti UV-B kezelés a legtobb UV-B altal
indukalt gén kismerték( indukcidjat eredményezheti, mivel ez a filter kis mértékben atengedi a
310-320 nm hulldmhosszisag kozotti UV-B sugérzéast. A besugarzast kdvetben a ndvényeket
visszahelyeztik a nevelési kérilmények kozé. Egy draval a kezelés kezdetét kdvet6en mintéat
szedtunk. A WG327-es negativ UV-B kontroll mellett volt egy mésik, kezeletlen kontrollunk is,
amelyet a mintaszedésig a nevel6kamraban tartottunk.

A mintakbol Northern-analizishez teljes RNS-t izolaltunk, specifikus probaként az ANAC13
tablazat) segitségével amplifikalt fragmentumot hasznaltuk. A Northern-analizis (3. A abra) az
ANAC13 gén expresszids valtozasait mutatja a kilonbdzd UV spektrumok esetében. Lathato,
hogy a transzkriptum felhalmozddasa a WG305, WG295 és kvarckezeléseknél magasabb, mint a
két negativ kontroll esetében. A WG295 esetében erésebb, mig a WG305 és a kvarckezelésnél
gyengeébb jelet kaptunk.
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A 3. dbra A része az ANAC13 UV-B altal indukalt expresszigjat mutatja négy kilénbzg
spektrum esetében, 1 oraval a kezelés kezdetét kovetéen (Ws 6kotipus) . Az abra B része az ANAC13
gén alacsony szintli UV-B altal kivaltott expresszids kinetikajat mutatja WG305 és a negativ
kontrolként hasznalt WG327 filterek alatt. A K minden esetben a kezeletlen kontrollt jel6li. A C
abrarészen vad tipusu (Ler és Col dkotipusu) és fotoreceptor duplamutans csirandvények ANAC13

génjének UV indukalhat6sagat mutatja a négy, illetve két kiilonbdzd tartomanyban.

4.1.3. Az ANAC13 gén UV-B indukcidja gyors és tranziens

Ahhoz, hogy informéciét kapjunk az UV-B altal indukadlt ANAC13 mRNS szintjének
véltozasardl az id6 flggvényében, a felhalmozddott transzkriptum szintjét 8 Orés
id6intervallumban vizsgaltuk. A hétnapos Ws csirandvényeket WG327 és WG305-0s alulvago
filterek felhasznaldsdval, a fentiekkel megegyez6 moddon kezeltik UV-B-vel. A kezelést
kovetben a ndvényeket visszahelyeztiik a nevelési kondiciok kdzé, majd 0,5-, 1-, 2-, 4-, és 8
oraval a kezelés kezdetét kdvet6en mintat szedtiink teljes RNS kivondshoz. A mintakat Northern
analizissel vizsgéltuk a fent leirtakkal azonos médon. A 3. B &bra az UV-B kezelt ANAC13 gén
indukcids kinetikajat mutatja. Az id6beli felosztés jelzi, hogy az ANAC13 gén UV-B valasza
gyors és tranziens, a transzkriptum szintje megkozelit6leg 1h-nal éri el maximumét, majd

fokozatosan lecsokken.

4.1.4. Az ANAC13 transzkripcionalis szintli UV-B valasza részben fliggetlen a mar

ismert fotoreceptoroktol

Jol ismert, hogy a lathatd fény &ltal, a fotoreceptorokon keresztll kozvetitett folyamatok
szamos, sokrétli szabalyoz6 haldzatot befolydsolnak. Megvizsgaltuk, vajon az ANAC13
transzkripcionalis szintli UV-B vélaszaban szerepet jatszanak-e a mar ismert fotoreceptorok. A
kisérletben a fitokrom A és B (phyAphyB), a kriptokrom 1 és 2 (crylcry2) és a fototropin 1 és 2
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(photlphot2) kett6s mutdnsok ANAC13 génjének UV-B indukalhatosagat vetettik dssze a vad
tipusu ndvény azonos génjének viselkedésével. A 7 napos csirandvényeket 15 percig kezeltiik az
UV fényforrés kilonb6z8 (WG327, WG305, WG295, kvarc) tartomanyaival. A mintékat egy
Oraval a kezelés kezdetét kovet6en szedtik le, melyekbdl a fent leirtakkal azonos mddon total
RNS-t vontunk ki és Northern-analizist végeztink. A 3. C &bran lathatd, hogy a fitokrom és
fototropin fotoreceptor kett6s muténs a vad tipust névenyekkel azonos UV-B vélaszt mutat az
Osszes vizsgalt tartomany esetében. Azonban a kriptokrom dupla muténs esetében az eddig
megfigyelhetd expresszid ardnya a hosszabb és rovidebb hulldmhosszi UV-B kezelés esetében

eltolodott a hosszabb hulldmhossz iranyaba.

4.1.5. Az ANAC13 UV-B jelatvitelben elfoglalt pozicidja

Korébbi kisérletek arra utalnak, hogy a COP1, illetve az UVR8 fehérjében tortént mutaciok
egyarant blokkoljak a HY5 gén indukcitjat az UV-B vélaszban, amely jelzi az azonos jelatviteli
Utban valé részvételiiket (Ang és mtsai., 1998, Brown és Jenkins, 2008). Felmerul a kérdés,
vajon az é&ltalunk kivélasztott ANAC13 gén a COP1, UVR8 és HY5 é&ltal meghatérozott
jelatviteli ut egyik eleme, vagy més szignalizicios kaszkad altal szabalyozott? A hétnapos, UV-
B-vel (WG305, Kvarc) kezelt csirandvényekbdl, a kezelés kezdetétdl eltelt 30-, 60-, és 90 perc
mulva mintat szedtlink, és totdl RNS-t izolaltunk. Szemi-kvantitativ RT-PCR vizsgalatot
végeztink, melyben dsszehasonlitottuk az endogén ANAC13 expressziés mintazatat UV-B-vel
kezelt vad tipusi ndvényekben, és killonb6z6 mutans hatterekben (4. abra). A génspecifikus
primerek (LUCfor, LUCrev, ANAC13_for, ANAC13 rev, HY5_for, HY5 rev és a kontrollként
hasznalt CDPK6_for és CDPK6_rev) adatait az M1 melléklet 3. tablazata tartalmazza. A 4. A.
abran jol lathat6, hogy az ANAC13 UV-B indukcidja nem érintett jelents mertékben a copl-4
muténsban, szemben a HY5 szigortan kisimuld indukcidjival. Emellett az ANAC13 UV-B
vélasza ugyancsak kevéssé érintett az uvr8-1 és copl-4/-1 kett6s mutdnsban, a vad tipussal (Col)

0sszehasonlitva.
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4. 4bra.

(A) Szemikvantitativ RT-PCR analizis, amely az ANAC13 és HY5 UV-B dltal indukalt mRNS
szint valtozasat mutatja copl-4, uvr8-1, és copl-4/uvr8-1 genetikai hattérben a vad tipussal (COL)
Osszevetve. (B) A Proanaciz UV-B indukcidja vad tipusban és copl-4 genetikai hattérben, WG305 és

kvarc filter alatt.
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Hasonléan az endogén ANAC13 mRNS szinten tapasztalt UV-B vdlaszahoz, a
Proanaciz::Luc riporter konstrukcié UV-B indukcidja is csak kismértékd csokkenést mutat a

copl-4 hattérben a vad tipushoz képest WG305 és kvarc filter alatt (4.B &bra).

4.2. A Proanacis::Luc riporter konstrukcié jellemzese

4.2.1. A transzgen beépulésének meghatarozasa

Vizsgélataink célja az volt, hogy az UV-B sugarzas érzékeléseben, és az ehhez kapcsolodd
jelatviteli rendszerben Gjabb molekuléris elemeket azonositsunk. Kisérleteink soran elvégeztik
az ANAC13 gén promoterének funkcionalis analizisét az UV-B altal szabélyozott cisz-elemek
azonositasa érdekeben, melyek j6 kiindulopontot jelenthetnek a promoterhez specifikusan
kapcsolodo fehérjefaktorok azonositasdhoz, és ezzel a jelatvitelben résztvevé tovabbi elemek
felderitéséhez.

A Proanacis::Luc riporter konstrukciot tartalmaz6 Arabidopsis névényekbél 20 fuggetlen
inszercids vonalat (ANAC13#1-20) vizsgaltunk meg. A T2 populacié hétnapos csirangvényeinek
UV-B indukcidjadt CCD kamera segitségével vizsgaltuk. Azokkal a vonalakkal dolgoztunk
tovabb, amelyeknél mérhet6 kifejezédést kaptunk. A kés6bbi kisérletek szempontjabdl megfeleld
vonal kivalasztadsdhoz Southern-hibridizacioval hatroztuk meg az egyszeres inszerciot
tartalmazé vonalakat. A genomi DNS-t Hindlll, Bglll és Ncol restrikcidés endonukledzokkal
emésztettiik. Az RB probat RBforl RBrevl primerpar segitségével keészitettiik (M1. melléklet 3.
tablazat). A 4. &bra a tovabbi kisérletekben felhasznalt, egyszeres inszerciét tartalmazo

ANACL13#14 vonal Southern-analizis gélképét mutatja.
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5. bra.

(A) Az ANAC13#14 inszercios vonalban a transzgén felépitésének és beépiilésének sematikus
abrazolasa. (B) A jobb-, (RB) és baloldali (LB) hatarol6 szekvencidk meghatéarozasahoz készilt
inverz PCR eredménye. A bekarikazott fragmentumok szekvenalasat kovetéen tudtuk meghatarozni a

beépiilés pontos helyét. (C) A transzgén egyszeres beépiilését igazold Southern analizis gélképe.

Inverz PCR technika felhasznélasdval megvizsgéltuk, a ndvény genomjan belul melyik
részre epilt be a transzgén. A genomi DNS-t HindlIll, illetve Bglll restrikciés endonukledzokkal
emésztettiik meg. A ligalast kovetéen a PCR reakciéban a jobboldali hatarolé szekvencia
meghatérozisdhoz a HyglLA-upl és LucplusINV primereket, mig a baloldali hatérold
szekvencidk meghatarozasdhoz az LB21 és PBR1 primereket hasznaltuk. A megfelel§ méret( és
specifikus PCR fragmenteket (5. B dbra) gélbdl izolaltuk, pBluescript 11 KS/SK vektorba, ECORV
helyre klonoztuk és szekvenciajukat T3, T7 primerek felhasznélasaval hataroztuk meg (M1
melléklet 3. tablazat). A szekvencia azonositasdt BLAST programmal és a TAIR adatbazis
alapjan végeztiuk, mely alapjan a T-DNS az 1-es kromoszéman, az At1g33050 szammal jelzett

=77

primerek (ANAC13#14for, ANAC13#14rew), illetve a fent emlitett transzgén-specifikus (LB és
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RB hatarol6 szekvenciakra tervezett) primereket felhasznalo6 PCR technika segitségével

igazoltuk, hogy a T-DNS az abrén jelzett (5. A abra) irdnyban epult be.

4.2.2. A transzgén kifejez6désének szdvetspecifikussdga az ANACL3#14 inszercios

vonalban

A Proanacis::Luc riporter konstrukcié szdveti kifejez6dését a transzgént tartalmazo, T3
Arabidopsis csirandvényeken vizsgéltuk CCD kamera alatt. A 6. dbrén 45 perces expozicids id6
elteltével lathatd a gydkeres csirandvények biolumineszcencidja UV-B kezelés el6tt, illetve azt
kévetben. A gyokérben és a zold novényi részekben kodzel azonos merték( indukciot
figyelhetlink meg a 25 perces UV-B (WG305) kezelés hatdséara.

6. abra

A Proanacis::Luc transzgén szoveti kifejez6dése Arabidopsis csirandvényekben. A fels6 kép az

UV-B kezelést megel6z6 allapotot, mig az also kép a kezelést kdvet6 allapotot mutatja.

4.3. Az ANAC13 fenyvalasza
4.3.1. Az ANAC 13 aktivalodik voros feny kezelésre

Az UV-B mellett, a vorés fény is indukalja az ANACL3 expresszidjat. Az etiolalt

csiranévények 60 perces vords fény kezelését kdvet6en a Proanacis expresszidja kb. 6x-ra
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induk&lddott (7. dbra). A voros fény indukcio valamivel gyorsabban éri el maximumat, azonban
Iényegesen alacsonyabb szintet mutat a kdzel azonos indukciot mutaté hosszabb hullamhossz,

illetve sz(iretlen UV-B valasszal 0sszevetve.
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7. dbra

Proanacis::Luc expressziés mintazatanak dsszehasonlitasa, voros fény és hosszi hulldmhosszu,
illetve szliretlen UV-B hatasara.
43.2. Az ANAC13 UV-B és vorgs fény valasza reszben kulonb6z6 cisz-elemek

részvételével szabalyozott

Az ANAC13 expresszitja, hasonléan a CHS expresszidjahoz, UV-B és vords fény altal is
szabalyozott. A CHS és még néhany, a fenilpropanoid bioszintézis utban résztvevd gén (CFl,
F3H, FLS) promoterének szekvenciajat (Hartmann és mtsai., 2005) dsszevetettiik az ANAC13

promoterének szekvencidjaval (8. dbra).
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ACE-boxes

CHS ACAACTAGACACGTAGATCTTCAT
CFI ACGAAAGTACACGTGCTTACACAT
F3H ATAGAAAGCCACGTCTTAAAAATG
FLS AGATTTCGCCACGTCCTCACTTCC
ANACI13 CAAAGATGCTACGTGTCGTCTCTG
MRE-boxes

CHS CCGTCCATCTAACCTACCACACTC
CFI AACTATTGCTACCTACCCTTCTCT
F3H GTCGCTAGCTACCTACCACGGACT
FLS GGATAGAGACAACTACCACATAAA
ANACI13 CTGTAAGCCRAAACCTTCTTCTCCA

8. dbra

Az ANAC13 promoter régidjaban azonositott, feltételezett ACE és MRE tipusu elemek
szekvenciajanak dsszehasonlitasa a fenilpropanoid bioszintézisben résztvevd gének ACE és MRE

elemeinek bazissorrendjével.

Mindegyikiikben elfordul legalabb egy ACE®" és egy MREC™ elem (8. abra), melyek
parban helyezkednek el. Az &ltalunk vizsgéalt prométer két MREC"S és harom ACE®™ tipus(
elemet tartalmaz, kozuluk négy, parban helyezkedik el (9. &bra).

Ahhoz, hogy meghatdrozzuk a feltételezett cisz-elemek funkcidjat, illetve hogy Kideritsuk,
hogy az ANAC13 UV-B és voros feny indukcidja egymaéstdl fliggetlen, vagy azonos szabalyoz6
elemeken keresztill valosul e meg, kilonb6z6 ANAC13 promoéter mutansok expresszios
mintazatat vizsgaltuk meg Arabidopsis csirandveényekben. Az elkészitett kiméra géneket a 9. A
abra szemlélteti. A 9. B &bran lathatd, hogy a promdter -1457 és -198 koz0tti szakaszanak
eltdvolitdsa (9. abra A/2. konstrukcid) nem okozott jelent6s véltozast sem a hosszabb
hulldmhosszud, sem a szliretlen UV-B indukcidban, azonban a vords fény altali indukalhatdsag
megsz(int. Tovdbba meg kell emliteniink, hogy ennek a szakasznak az eltavolitasaval az
alapindukci6 nagyséagrendileg a tizedére csokkent, ez azonban a relativ értékek abrazolasa miatt
az dbrardl nem olvashato le. A -1457 és -146 koz6tti szakasz eltavolitdsa sem hozott szdmottevd
véltozéast az UV-B vélaszban (9. dbra A/3. konstrukcid). Ezzel szemben, a kdzeli promdter régio
feltételezett ACEANA? g5 MRENC!® elemeinek eltéavolitasa (9. &bra A/4. konstrukcié) mér

drasztikus hatéssal volt az UV-B indukciora is. Ennek a révid (-110-t61 +24-ig) konstrukcionak
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az expressziojat, hasonléan a CaMV35S miniméal promoéterhez (-46-t61 +6-ig) (Benfey és mtsai.,
1990), az UV-B nem befolyésolja.
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9. dbra

(A) Az ANAC13 gén promoterének és a luciferaz riporter gén flzidjaval Iétrehozott kiméra
gének sematikus abrazolasa. Fekete vonal: ANAC13 promoter régio, négyzetracsos téglalap:
feltételezett ACE”NC*2 elem, fiiggSlegesen vonalkazott téglalap: feltételezett MRE N3 elem, 35S:
CaMV minimal promoter, Luc: luciferaz riporter. (B) A fent jelzett 1-4 szamd kiméra gének UV-B,
kvarc és vords fény altal kivaltott maximalis indukci6ja relativ értékben megadva. (C) A fent jelzett
5-7 szamu kiméra gének UV-B, Kvarc és vords fény altal kivaltott maximalis indukcidja relativ

értékben megadva.

Abban az esetben, amikor a rovid -110-t6l +24-ig terjedd promoter szakaszt a CaMV35S
minimal promoterrel helyettesitettiik (9. dbra A/5. konstrukcid), az UV indukcidja jelent6sen
lecsokkent, mértéke a tizedére (~2,5x) esett vissza. Ezzel szemben a vords fény vélasz szintje
csak kis mértékben csokkent (~4-5x) (8.4bra C). A feltételezett MRE “NAC3 elem
szekvencidjanak ceélzott mutécidja (10.4bra) teljesen megszunteti a konstrukcié UV-B vélaszat,

mig a vords fény indukcié a harmadara csokken (9. dbra A/6. konstrukcid). Amikor a
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feltételezett ACEANA“"® és MRE “MA“3 elemeket egyszerre rontottuk el (10. abra) a vords fény

vélasz is teljesen megsz(int (9. bra A/7. konstrukcio).

vad tipus gctACGTgtc
ACE mutans gctCCTGgtc

vad tipus aagCCAAACCTtct

MRE mutans aagTGCGCTAGtct

10. 4bra

A feltételezett ACEANAC™ gs MRE “NAC13 elemek szekvencijaban tortént célzott mutaciok.

4.4. Feltételezett UVBoOXx azonositasa és jellemzése

4.4.1. Pontmutansok azonositasa luciferaz alapu genetikai sz(irés soran

Az UV-B-fuggo jelatviteli kaszk&d elemeinek azonositasara elinditottunk egy luciferdz alapd
genetikai sz(irdvizsgalatot Arabidopsisban. E célb6l a Proanacis::Luc transzgént egyszeres
képidban tartalmazé homozigéta transzgénikus névényvonalakat neveltiink fol, melyeknek T3
EMS (etil-met&n-szulfonat) kezeléssel mutagenizaltuk. A szlréshez a mutans csiranévenyeket 7
napig hosszunappalos korulmények kozott (12h fény/12h sotét) neveltiik, majd hosszabb
hullamhosszd UV-B sugérzasnak (WG305) tettiik ki 25 perces id6tartamra. A kezelést kovet6en
automata luminométer segitségével megmértiik a luciferéz riporter aktivitasat es izolaltuk azokat
a mutansokat, amelyek a vad tipustdl eltér6 UV-B vélaszt mutattak. A Kivalasztott
csirandvényeket felnevelve, a bel6lik szarmazé M3 generécié UV-B altali indukalhat6sagat ujra
teszteltik. Abban az esetben, ha a névényvonal tovabbra is csdkkent UV-B valaszt mutatott,
részletes vizsgélat ala vetettiik. EIs6 megkozelitéskent ezeken a vonalakon szemi-kvantitativ RT-
PCR vizsgalatot végeztlink az endogén ANAC13, HY5, a bels6 konstitutiv kontrolként hasznalt
CDPKG®6 és a luciferaz (Luc) genek expresszids valtozdsainak nyomon kovetésére (11. dbra). A
reakciéhoz hasznalt LUC_for, LUC rev, ANAC13 for, ANAC13 rev, HY5 for, HY5 rev,
CDPK6_for, CDPKG6_rev génspecifikus primerek adatait az M1. melléklet 3. tablazata
tartalmazza. Mind a 14 megvizsgalt vonal esetében az endogén gének mRNS felhalmozddésa

vad tipust volt. Két, egyméastdl fiuggetlen mutans esetében, melyeket UVBox mutl D9 és
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UVBox mutl E4 névvel lattunk el, a Proanacis::Luc transzgén expresszidja valtozatlan maradt,

szemben a vad tipusndl tapasztalt indukcioval, melyet a 11. B &bran a zold nyil jeldl.
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11. abra

Proanacis::Luc genetikai screen soran azonositott promoter mutansok jellemzése. (A) A két

azonositott prométer mutans vonal (UVBox mutl D9 és E4), illetve a sziil6i vonal
(ANAC13 -1457-t81 +24-ig) lumineszcenciajanak dsszehasonlitdsa WG305 filter alatt.

(B) Szemi-kvantitativ RT-PCR a vad tipusi ANAC13 és a két prométer mutans vonalban (D9, E4).

A mutéciok természetének meghatérozasahoz mindkét esetben DNS-t izoldltunk, majd

LUCseq és LBseq primerek felhasznalasaval PCR-t készitettiink. Az ennek eredményeként

kapott PCR termékeket pBluescript Il

KS/SK vektorba, EcoRV helyre klonoztuk és

szekvencidjukat T3, T7 primerek felhasznalasaval hataroztuk meg. A szekvencia adatok azt

mutattak, hogy mindkét mutans egy pontmutaciét hordoz, méghozza a prométer kozeli

VA
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12. dbra.

A feltételezett UVBox*NC'2, (A) Az ANAC13 prométer -147-+24 régidjanak szekvenciaja az
ACEANACE MRE ANACE g5 g feltételezett UVBoxX " szabélyozé elemek feltiintetésével. Az 1 és 2
szamokkal jelzett, vastagon kiemelt nukleotidok a két pontmutaciot jelzik, a déltbet(s rész pedig a
nem transzlalodo szakaszt jeldli. (B) A teljes hosszisagu (-1457-t6l +24-ig) ANAC13 promoter és a
feltételezett UVBox“"** elemben talalhaté pontmutéaciokat (mutl, mut2) hordozo teljes hossziisagu

prométer fragmentek UV-B és vorods fény indukcidjanak 6sszehasonlitasa.

Hogy bebizonyitsuk, hogy a Proanaciz::Luc mutans vonalak csokkent UV-B indukci6jat
valdban ez az egy pontmuticié okozta, Ujra generéltuk a vad tipusu -1457-t6l +24-ig terjedd
Proanaciz::Luc konstrukcioban. Egy, a kivant nukleotid cserét tartalmaz6 oligonukleotid
felhasznaldsaval hoztuk létre az irdnyitott pontmutaciot (a primer adatait az M1. melléklet 3.
tablazata tartalmazza). A MEME Search programban végzett ANAC13 és HY5 promoterek
szekvencia 0sszehasonlitaésdnak eredményeként jel6ltiik ki a pontmutacié &ltal megjel6lt,

feltételezett UVBox NACt

elem lehetséges hatérait (12. A é&bra). A fent emlitett iranyitott
pontmutaciés modszerrel generdltunk egy mésik pontmutéciot (mut 2) is a -107-es pozicidban
(G- T), hogy meghatérozzuk, vajon a feltételezett elem ,,core” szekvencigjaban (CCAAGG)

elhelyezkedd mas nukleotid megvéltoztatdsa is modositja-e a prométer UV-B vélaszat. A két
60



pontmutaciét hordoz6 kiméra géneket Arabidopsis-ba transzformaltuk és részletesen
megvizsgaltuk expressziés mintazatukat. A 12.B &bran lathatd, hogy ez a két pontmutacid
egymastal fuggetlenul, kilon-kildn is a prométer UV-B indukélhatésaganak csokkenését vonja
maga utan.

Megvizsgaltuk a feltételezett UVBox" A3

szerepét az ANAC13 promoter voros fény
vélaszdban is. A pontmutaciokat hordoz6 kiméra geneket, illetve a vad tipusi konstrukciot
tartalmazé 5 napos, etiolalt csirandvenyek voros fény indukcidjdnak mértékében nem

tapasztaltunk lényeges valtozast (12.B &bra).

4.4.2. Az azonositott UVBox“"*** szabalyozé elem UV-B specifikus indukalhatésagot

kolcsondz a CaMV35S minimal promdternek

ANAC13

Arra kerestik a valaszt, vajon a feltételezett UVBox promdter elem elegend6-e az

UV-B vélasz kifejez6déséhez. Ehhez a kozeli promoterrégio -115 bp-tdl -104 bp-ig terjed6 12bp

hosszlisagu fragmentjét, amely tartalmazza az UVBox"" "

szabalyoz6 elem feltételezett core
szekvencidjat, dimer forméban alkalmaztuk. A CaMV35S prométer a karfiol mozaikvirusbol
szarmaz0 konstitutiv prométer, amely a hozzatartozd gén folyamatos atirdsat biztositja, allando,
nem- specifikus genexpressziot eredményezve. Felhasznélasaval két konstrukcidt hoztunk Iétre,

az egyikben a vad tipusii UVBox*"A%*3

szerepel dimer formaban a CaMV35Smin promoter
(35Smin) elétt, mig a méasikban a mutans UVBox”“"*“*? dimer el6zi meg a 35Smin prométert.
Mindkett6t luciferdz riporterhez kapcsoltuk, majd az igy kapott kiméra géneket
(Prozxuveoxanaciz-3ssmin::LUC,  MUtProuveoxanacis-assmini:LUC)  (13. A d&bra) vad tipusu
Arabidopsis-ba transzformaltuk, és a transzgének UV-B indukcidjat automata luminométer
segitségével vizsgaltuk. Az els6dleges transzformans névények tobbsége a Proxuvsoxanacis-
3ssmin::LUC transzgént alacsony, de mérhetd szinten expresszalta. Ezeknek az egyedeknek az
ontermekenyilésébdl szarmazd utdédgenerécio (T3) expressziés mintdzatat vizsgaltuk 7 napos
csirandvényeken a fent leirtakkal azonos maédon. A Proxuvsoxanaciz-assmini:LUC @ Proanacis
::Luc transzgénhez hasonldan egyarént indukalodik a hosszabb hulldmhosszu és a sz(iretlen UV-
B kezelés hataséra is, bar az el6bbi konstrukcio tényleges aktivitdsa megkdzelitéleg csak a 25%-

a a teljes hosszUsagu promotert tartalmazd kiméra gén expresszidjahoz képest (13. B &bra).
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(A) A Prosuveoxanaciz-assmin:: LUC €S @ MUtPros,anaciz-sssmin::Luc kiméra gének felépitésének
sematikus abrazolasa. A fels6 kiemelt szekvencia részlet a vad tipust, mig az alsé a mutans (C - T)
szekvenciat mutatja. (B) A Prouveoxanacis-sssmins: LUC €S @ Proanaciz::Luc konstrukciok expresszios

mintazatanak dsszehasonlitasa WG305 és kvarc filter alatt.

Meg kell jegyezniink azonban, hogy a Proaxuvsoxanacis-sssmin::LUC alap expresszios szintje
kovetkezetesen ugyancsak alacsonyabb, mint Proanacis::Luc esetében. Mindemellett ahogy azt a
14. abra is mutatja, az alap expresszids szint aranyait figyelembe véve, a Prozxuveoxanacis-
3ssmin-:LUC relativ UV-B indukcidja tulajdonképpen magasabb a Proanacis::Luc-hoz viszonyitva.
A (C-T) pontmuticiot tartalmaz6 kiméra gén (mutProxuvesoxanacis-sssmini:LUC) nem mutatott
UV-B valaszt.
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4.4.3. Az UVBox""“** prométer elem szerepe mas jelatviteli utakban

Megvizsgaltuk, hogy az (], feltételezett UVBox“N* cisz szabalyoz6 elem részt vesz-e az
ANAC13 maés ingerek altal kivaltott indukci6janak szabalyozdsaban. Meghataroztuk az
abszcizinsav (ABA), mint ndvényi stresszhormon hatdsat, mely kedvez6tlen korulmények
kdzott, féként szarazsag hatasara halmozadik fel, tovabba szamos abiotikus stimulans, koztik a
(37°C) hatésait. A 14. &bra mutatja, hogy a Proanacis::Luc konstrukcié az UV-B sugérzas
mellett jol indukalodik s6-, hé-, és bar kisebb mértékben, de ABA és voros feny kezelés hatésara
is.
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14. abra.

Az dbran jelzett promoter-luciferdz transzgéneket tartalmazé transzgénikus csiranévények relativ
lumineszcencidja hosszi hullamhosszU és sz(retlen UV-B, véros fény, ABA, sé-, ozmotikus stressz,

h6stressz és hidegstressz hatasara

A DRE elemet két6 DREB2A transzkripcios faktor promoéterét, mely szamos inger, féként
héstressz hatdsara indukalodik (Sakuma és mtsai., 2006) pozitiv kontrollként, mig az MKP1
(MAP-kinaz-foszfataz 1), mely a Genevestigator adatbazis adatai alapjan kedvez6tlen
korulmények kozott megkdzelitbleg azonos kifejez6dést mutat, és a 35S minimal promotert

tartalmazé kiméra géneket negativ kontrollként tuntettiik fel. A Proaxuvsoxanaciz-3ssmin::LUC,
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szemben a Proanacis::Luc és a Propresza::Luc transzgénekkel, specifikusan csak az UV-B

sugarzasra indukalodik, mas, a kisérletlinkben elvégzett kezelések nem voltak ra hatassal.

4.4.4. Az UVBox"“!* prométer elem hullamhossz és intenzitas fliggése

ANACLS cisz elem UV-B vélaszanak hullamhossz és

Jellemeztiik a feltételezett UVBox
intenzitas filggését. Osszehasonlitottuk a Propys::Luc, Proanaciz::LUc és a Prosuveoxanacis-
3ssmin::LUC, Kiméra géneket hordozd transzgénikus vonalak biolumineszcencidjanak indukciéjat
kulénboz6, egyre nagyobb intenzitasu, szlrt UV-B fény alatt. A széles spektrumi UV lampa
alatt, WG305 filter felhasznaldsaval 25 percig kezeltik a csirandvényeket. A Propys::Luc
konstrukci6é indukci6ja méar 0,2 mW/cm? intenzitasnal emelkedett szintet mutatott és 0,8
mW/cm?-nél érte el maximumat (~ 40x), mig a Proanacis::LucC és a Proauveoxanacia-assmin::LUC
kiméra gének expressziés szintje 0,2 mW/cm® intenzitasnal még nagyon alacsony és
folyamatosan emelkedett a magasabb intenzitisl besugérzasok hatisara (15. A abra).

Ugyanezt a kisérletet végrehajtottuk a monokromatikus UV fényforras (312 nm +/- 2 nm)
felhasznaldsaval is, melynek eredményét a 15. B. é&bra szemlélteti. Ebben az esetben a
Proaxuveoxanacis-sssmin::LUC transzgén nem mutatott jelentds indukciot, még a legmagasabb 0,9
mWi/cm? intenzitasnal sem. Hasonl6an, a Proanaciz:Luc konstrukcié is csak egy mérsékelt
(~ 3x) indukciot mutatott ezen az értéken. Azonban a Pronys::Luc megkozelitéleg egyforma

mérték{ valaszt mutatott a 15. A abrén bemutatottakhoz képest.
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15. dbra

Az UVBOox"NCB cisz elem UV-B valaszénak spektrum és intenzités fiiggése. Proxuvsoxanacts-

35smin:: LUC, Proyys::Luc és Proanaciz::Luc kiméra géneket tartalmazd transzgénikus névények
biolumineszcenciajanak indukcioja (A) széles spektrumi UV lampa alatt WG305-6s filter

felhasznalasaval, (B) monokromatikus UV lampa alatt WG305-06s filter felhasznalasaval.
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4.5. Uj tudoméanyos eredmények

Megallapitottuk, hogy az ANAC13 gén UV-B valasza f6ként a transzkripcid szintjén
szabalyozott. Az ANAC13 UV-B kezelése soran, az el6allitott négy kiillonbdzd spektrum
kozul a WG295 esetében kaptuk a leger6sebb transzkriptum felhalmozddast, azaz az
ANAC13 transzkripcids aktivitasa tovabb indukalodik, ha az UV-B kezelést Kiterjesztjik

a rovidebb hulldmhosszu tartomanyok felé.

Kimutattuk, hogy az ANAC13 transzkripcionalis szinti UV-B fényvalasza fliggetlen a
mar ismert fitokromoktdl és fototropinoktol, habar nem zarhatjuk ki a killonb6z6 tipusu
fotoreceptorok miikddéese kozotti tobbszords atfedés lehetéségét. A kriptokrom szerepe az
ANAC13 gén UV-B valaszban feltételezhet6.

Kimutattuk, hogy az ANAC13 gén részben fuggetlen a COP1, UVR8 és HY5 génektdl,
igy val6szinGsithets, hogy az UVR8 fliggé jelatviteli Ut  elemeinek
(UVR8, COP1, HY5), illetve az ANAC13 gén expresszidjanak ellendrzése kulénbdz6

jelatviteli ut altal szabalyozott.

Vizsgélataink kimutattdk, hogy az ANAC13 gén expresszidjat az UV-B mellett a voros
fény is indukalja, és igazoltuk, hogy az ANAC13 gén UV-B és voros fény valasza részben

kulénboz6 cisz-elemek részvételével szabalyozott.

EMS mutagenezis segitségével meghataroztunk az ANAC13 gén promoterében egy
pontmutaciot, amely markéansan redukalta a Proanacis::Luc transzgén UV-B indukciojat.

A meghatarozott pontmutici6 szerepének tisztazasdhoz tovabbi pontmutéciot generalva

sikeriilt meghataroznunk egy 0j cisz-szabéalyozo elemet, melyet UVBox""A“*®

jeloléssel
lattunk el. Ez az Gjonnan meghatarozott szabalyoz6 elem, kritikus szerepet jatszik az
ANAC13 UV-B vélaszanak iranyitasaban. Vizsgalataink rdmutattak, hogy a maximalis
UV-B valasz elérésében a kozeli prométer régiéban 1évé MREANAC UvBox NAC! ¢g
esetleg a tobbi ACEANACH és MREANAC!® elem kozosen vesznek részt kiilonbozé
transzkripcios faktorok kotésével, melyek még meghatarozasra varnak.

Bemutattuk, hogy a munkank soran azonositott UVBox""A3

cisz-szabalyoz6 elem nem
csak szlkséges, de elegend6 is az UV-B vélaszhoz, tovdbba igazoltuk, hogy az

UVBox"NC! szabalyoz6 funkcidja UV-B sugérzésra specifikus.
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5. EREDMENYEK MEGVITATASA

5.1. Az UV-B altal indukalt transzkripcionalis valtozasok vizsgéalata

5.1.1. Magas UV-B indukciot mutat6 gének expressziés mintazata

Az UV-B sugérzés altal indukalt gyors és atmeneti transzkripcios valtozasok, illetve a
transzkripcios faktorok szamottevd jelenléte az UV-B indukalt gének kozétt arra utal, hogy
hasonldan a lathatd fény jelatviteli folyamataihoz, az UV-B hataséra is 0sszetett szabalyozasi
halozatok aktivalodnak. A 15 perces szélessavi UV-B kezelésnek kitett Arabidopsis
Wassilewskija 6kotipusu csirandvények microarray analizis soran kapott 100 indukalt génbél 62
kizarélag a hosszabb hullamhosszi UV-B-re, mig a maradék 38 gén, koztiik az ANACL13 is, az
alacsonyabb hullamhosszi WG295 és kvarc kezelésre is indukalodott (Ulm és mtsai., 2004). Ez
azért érdekes, mert a WG305, WG295 és kvarc kezelés azonos spektrumot fed le azzal a
kuldnbséggel, hogy a WG295 és kvarc kiterjed a rovidebb hulldmhossz irdnyaba (1. &bra).
Mindez ramutat arra, hogy a rovidebb hulldmhosszi UV-B sugérzas negativan szabélyozza az
alacsony energiaszintli UV-B ltal indukalt gének transzkripcidjat, azt sugallva, hogy legalabb
két, egyméssal kolcsonhatasban 1évé UV-B jelatviteli Gt 1étezik. A feltételezett két egymaéssal
kapcsolatban 1évé UV-B érzékelési és jelatviteli ut egyikét (G1) az alacsonyabb energiaszint(
(P1), mig a mésikat (G2) a magasabb energiaszint( (P2) UV-B valtja ki. Amikor mind a két
jelatviteli Gt aktivalodott, akkor az utébbi negativan avatkozik be az el6bbi Gtvonalba,
visszafojtva az el6bbi jelatviteli ut (G1) altal szabalyozott gének csoportjanak transzkripciondlis
indukcidjat (Ulm és Nagy, 2005).

= =
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Abra 5.1. UV-B éltal indukalt feltételezett transzkripcionalis valaszok

A révidebb hullamhossz( UV-B antagonista szabalyozasanak egyszerdsitett modellje (UIm és mtsai., 2004).
Baloldal: hosszabb hullamhosszd UV-B altal kivaltott események. Jobb oldal: révidebb hullamhosszd UV-B altal

kivaltott események.

67



A microarray analizis eredményeire tdmaszkodva érdeklddésiinket a legnagyobb indukciot
mutatd gének irdnyaba forditottuk. A kivalasztott 10 legmagasabb UV-B indukciot mutatd gen
gént kapcsoltuk, és megvizsgéltuk, hogy expressziojuk transzkripcionalis szinten, és/vagy mRNS
stabilitds szintjén szabalyozott. A kiméra gének luciferdz aktivitasdnak valtozésai hosszabb
hullamhosszd, illetve sz(iretlen UV-B kezelést kdvet6en megerdsitették és egyben Kiterjesztették
a microarray analizisben kapott adatokat. Egy résziik csak a hosszabb hulldmhosszd UV-B-re,
masik részik, koztik a ZAT12, mely az abiotikus stresszvalaszok egyik transzkripcios faktora
(Holm és mtsai., 2002), vagy az At2g36750, mely az UDP-glikoziltranszferazok csaladjanak
tagja és az ANACL13 rovidebb hulldmhosszi UV-B-re is indukalédott (Ulm és mtsai., 2004).
Emellett jelzik, hogy mind a tiz kivalasztott gén UV-B vélasza f6ként a transzkripcid szintjéen
szabalyozott. Mig a Proanacis k0zel azonos expresszidés mintazatot és szintet mutat a hosszabb
hulldmhosszu, és a szliretlen UV-B alatt is, addig a Pronys indukalhatsaga szlretlen UV-B alatt

nagymértékben redukalt a nagyobb hulldmhossz( UV-B kezeléssel §sszehasonlitva.

5.1.2. Az ANAC13 gén korai UV-B vélaszanak spektrélis fuggese

A szélessavu fenyforras lehet6séget ad arra, hogy a kulénboz6 UV-B tartoményok
transzkripcionalis hatasait megvizsgaljuk. Az UV Kkezelés soran, csokkend transzmisszids
tulajdonsagu alulvago filterek felhasznaldsaval, négy kilonbdzd UV spektrumot allitottunk el
(1. &bra). A WG327-es alulvago filtert negativ UV-B kontrollként hasznaltuk, az alacsony szint(i
UV-B sugarzést a WG305 alulvago filterrel allitottuk el6, az alacsonyabb hulldamhosszi, magas
szintli UV-B kezelésekhez a WG295 filtert, mig a sz(iretlen UV-B sugérzashoz (leger6sebb UV-
B) kvarc Uveget hasznaltunk. Ahogy azt mar korébban lattuk, a 15 perces alacsony szintli UV-B
(WG305) kezelés széles savu fényforrds alatt, gének egy csoportjanak transzkripciondlis
aktivaciojat eredményezi. Ezek a gének transzkripciondlis profiljuknak megfeleléen két
csoportra bonthatéak, amikor az UV-B kezelést a rovidebb hulldmhosszu tartomanyok felé
Kiterjesztjuk (WG295, kvarc). Az UV-B altal indukalt génexpresszids vizsgalat eredményekéent
azt kapték, hogy 6 oréval a 15 perces alacsony szintli UV-B kezelést (WG305) koveten csak 1
gén, a WG295 filter hasznalata utdn 165 gén, kvarc kezelést kdvet6en pedig 1716 gen mutatott
transzkripcionalis szint( aktivaciot (Ulm és mtsai., 2004). Ez egyértelm(en azt jelzi, hogy az
alacsony szintli besugarzasnak nincs hosszi tavl hatdsa a sejtes folyamatokra. A Brosche és
Strid altal (2003) javasolt kategoridk kozul, UV-B kezeléseink a nagyon alacsony (WG305) és
alacsony (kvarc) kategoriakba esnek. Ezzel @sszhangban még kvarc kezelés hatiséra sem

aktivalodtak a Brosche és Strid modellbe tartoz6 kozepes és magas UV-B markerek. Ezért ezt a
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fajta kezelést kisebb hatdstunak tekintjik, mely csak atmeneti transzkripcionélis valtoz&sokat
okoz és csak elhanyagolhat6 karosodassal jar (Brosche és Strid, 2003; Oravecz és mtsai., 2006).
Az ANAC13 UV-B kezelése sorén, a csokkend transzmisszios tulajdonsagu alulvagé filterek
felhasznaldsaval elGallitott négy kilonb6z6 spektrum kozul a WG295 esetében kaptuk a
legerGsebb transzkriptum felhalmozddast. Ez ugyancsak meger@siti a microarray analizis
eredményét, azaz az ANAC13 transzkripcids aktivitasa tovabb indukalodik, ha az UV-B kezelést

Kiterjesztjiuk a rovidebb hulldmhosszd tartoményok felé.

5.1.3. Az ANAC13 transzkripcionalis szintd UV-B valasza részben fuggetlen a mar

ismert fotoreceptoroktol

A legtobb fejl6édési folyamat soran &ltaldban egynél tobb fotoreceptor vesz részt a fény
érzékelésében, ami a kilonb6z6 fény indukalt utak kozotti kdlcsonhatasok komplex héldzatét
eredményezi. Szemben a lathatd fény és az UV-A sugarzas érzékelésével és jelatviteli
folyamatéval, az UV-B specifikus valaszok kdzvetitésében résztvevd elemekrdl joval kevesebb
ismeretanyag all rendelkezésiinkre és az érzékelésben résztvevd fotoreceptor molekuléris
azonositasa is hatra van még. Ahogy egyre vilagosabba valik, hogy a névények tobb, egymastol
elhatdrolt UV-B utvonalat hasznalnak, val6szinGsithetd, hogy ezek kozil legaldbb néhanyban
részt vesznek a meglévdé fotoreceptorok. Kilonbdzé fotoreceptor mutansok RNS gél blot
analizisevel kimutattak, hogy az UV-B altal kivaltott génaktivacio fliggetlen a fitokromoktol, a
kriptokromokt6l és a fototropinoktdl, azaz a vords/tavoli vords, kék és UVA érzékeld
receptoroktél (Ulm és mtsai., 2004). Ismert, hogy a bZIP transzkripciés faktor HY5
transzkripcionalisan indukalodik a fitokrom altal iranyitott jelatviteli folyamatokban (Tepperman
és mtsai., 2001; Quail és mtsai., 2002a). Erdekes azonban, hogy a HY5 UV-B indukci6ja teljesen
flggetlen a fitokromoktdl. Ezen kivil a HY5 legkdzelebbi homoldgja, a HYH UV-B indukcidja
ugyancsak fiiggetlen az ismert fotoreceptoroktl (Oravecz és mitsai., 2006). Mindezek az
eredmények arra utalnak, hogy az UV-B Altal induk&lt transzkripcio, specifikus UV-B
fotoreceptoron vagy fotoreceptorokon keresztul val6sul meg. Tovabbi vizsgalatok egy az UV-B
és a kriptokrom jelatviteli utak kozotti kapcsolatot sejtetnek. Az UV-B aktivalt gének
hiperérzékenysége kriptokrom (crylcry2) mutansokban, nagyobb hullamhosszi UV-B sugérzas
hatdsara, a kriptokromok negativ szab&lyozd szerepét jelzik az UV-B vélaszban (Oravecz és
mtsai., 2006). Emellett a kriptokromok hianya a révidebb hulldamhosszu tartoményokban (kvarc)
az antagonista hatas feler6sodéséhez vezet, ami arra utal, hogy a kriptokrom jelatviteli ut
negativan szabalyozza a magasabb szinti UV-B (P2) jelétvitel antagonista részét. Azonban a

kvarc indukalta gének nem mutatnak hiperérzékenységet kriptokrom mutansokban a révidebb
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hullamhosszd régidban, ezért Ugy tlnik, a kriptokrom dtvonal nem hat a P2 jelatvitel G2
szabalyozasi részére (Oravecz és mtsai., 2006). Ezekb&l a megfigyelésekbdl kiindulva vizsgaltuk
meg az ANAC13 viselkedését, és kimutattuk, hogy transzkripcionlis szinti UV-B fényvéalasza
fggetlen a mar ismert fitokromoktol és fototropinoktdl, habar nem zérhatjuk ki a kiildnbdz4
tipusu fotoreceptorok mikodése kozotti tobbszoros atfedes lehetségét. A kriptokrom 1 és 2
(crylcry2) kett6s mutans esetében az eddig megfigyelt expresszié aranya a hosszabb és révidebb
hulldamhosszi UV-B kezelés esetében eltolddott a hosszabb hullamhossz iranyaba, igy szerepe az
ANAC13 gén UV-B vélaszban feltételezhet6.

5.1.4. Az ANACL13 UV-B jelatvitelben elfoglalt pozici6ja

Mér azonositottdk az UV-B Altal indukalt fotomorfogenetikus jelatviteli folyamat néhany
kulcsfontossagu szabalyoz6 elemét, mint példaul a bZIP transzkripciés faktor HY5, az E3
ubikvitin-ligaz COP1 és az UVRS8 fehérjéket. A hy5, copl, uvr8 funkcivesztéses mutacidkat
hordoz6 névények kisebb UV-B toleranciaval rendelkeznek (Kliebenstein és mtsai., 2002; Ulm
és mtsai., 2004; Brown és mtsai., 2005; Oravecz és mtsai.,, 2006). A COP1 egy olyan
multifunkcionalis fehérje, amelyet el6szor a fotomorfogenezis represszoraként irtak le (Yi és
Deng, 2005). Késébb ramutattak a COP1 UV-B altal indukalt fotomorfogenezisben betdltott
szerepére, amely kiilonbozik a lathatd fényben vald represszor funkciétol (Oravecz és mtsai.,
2006). Az UVRS8 fehérje, ellentétben a COP1-gyel, specifikus az UV-B éltal indukalt
fotomorfogenetikus folyamatokra, bar még elképzelhetd, hogy nem UV-B-hez kotott funkcioit is
feltarjak eddig meg nem vizsgalt korilmények kozott (Brown és mtsai., 2005). Kimutatték, hogy
novényekben az UVR8 és COP1 fehérjék a sejtmagban kozvetlenil UV-B specifikus
kolcsonhatasba lépnek, amely a jelatviteli folyamat egy nagyon korai Iépése, és hogy ez az
interakcid biztositja a ndvények UV-B sugérzashoz val6 alkalmazkodasét, illetve az ellene val6
védekezést természetes kornyezetben (Ulm és mtsai., 2009). A HYH-nak, és féleg a HY5-nek a
COP1-t6l és az UVR8-tol downstream irdnyban van fontos szerepe az UV-B indukalta jelatviteli
folyamatokban (Brown és mtsai., 2005; Oravecz és mtsai., 2006; Brown és Jenkins 2008). Egy
el6z6 tanulméanyban microarray analizissel azonositottak 639 gént, melyet szélessavi UV-B
indukalt kifejlett vad tipust novényekben. Ezek tobbsége (567 gén) az uvr8-1 mutansokban is
normalisan indukalodik (Brown és mtsai., 2005). Ez az elsd vizsgalat azt jelezte, hogy az UV
indukalt gének kozul 11% az UVRS8 fehérjétdl fligg. Egy kes6bbi tanulményban arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy az UVRS8 fiiggetlen gének nagy része valosziniileg nem UV-B

specifikus jelatviteli folyamatokbdl szarmazik, hanem példaul az UV-B stressz folyamatokbol
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(Brown és Jenkins 2008). Hasonloképpen egy maésik microarray analizis szélessavu UV-B
kezelés alatt azt mutatta, hogy az UV-B altal indukalt géneknek kortlbelil 31%-a fligg a HY5-
t6l és 75 %-a a COP1-t6l (Oravecz és mtsai., 2006). Egy nemrég bemutatott vizsgélat, melyben
kiegészitd keskenysavl UV-B besugérzést kovetben vizsgaltak a génmiikodést, vilagosabba teszi
a képet. llyen, az UV-B indukélta fotomorfogenezisre specifikus korilmények kozott, a
vélaszban résztvev6 genek donté tobbségenek expresszidja a COP1-t6l és az UVR8-tdl fiigg
(Favory és mtsai., 2009). Ebben a munkdban szemi-kvantitativ RT-PCR vizsgélat soran
Osszevetettik az endogén ANAC13 gén expresszidés mintizatdt UV-B-vel kezelt vad tipust
novényekben, illetve copl-4, uvr8-1 és copl-4/uvr8-1 dupla mutans genetikai héatterekben.
Megvizsgaltuk a ProANAC13::Luc riporter konstrukcié UV-B indukci6jat vad tipusu és copl-4
genetikai hattérben. Jelentds expresszios valtozast egyik esetben sem tapasztaltunk, igy ezeknek
a vizsgalatoknak az eredmeényeire alapozva megallapithatjuk, hogy az ANAC13 gén részben
flggetlen a COP1, UVRS8 és HY5 génektdl. Ezek a megfigyelések megerdsitik és Kiterjesztik a
korabbi eredményeket, mely szerint az UVR8 fligg6 jelatviteli Gt elemeinek (UVR8, COP1,
HY5), illetve az ANAC13 gén expresszidjanak ellen6rzése dsszetett, és valoszindleg kilonb6z6

jelatviteli ut altal szabéalyozott (Ulm és mtsai., 2004).

5.2. Az ANAC13 fényvalasza

5.2.1. Az ANAC13 aktivalodik voros fény kezelésre

Az UV-B sugérzas altal indukalt jelatviteli ut eddig azonositott tagjainak legtdbbje, szdmos
mas fény jelétviteli ut szerepl6jeként is ismert. A HY5 a fotomorfogenezis els6 és
legintenzivebben vizsgalt pozitiv szabalyoz6ja. A hy5 mutansok részlegesen etiolalt fenotipust
mutatnak valamennyi fénymin6ség alatt (Oyama és mtsai., 1997; Ang és mtsai., 1998). Mint
kulcsfaktor, részt vesz a fény altal indukalt gének 20%-nak szab&lyozasaban (Ma és mtsai.,
2002). Ugy tlinik, a HY5 integracids pontot jelent a fény és hormon jelatvitelben (Cluis és mtsai.,
2004). Egyértelmd, hogy a HY5-nek fontos szerep jut a novényi fejlédésben, feltehetéen
downstream iranyban mikodik tébb fény altal kivaltott és mas fejl6désben szerepet jatszd
jelatviteli folyamatban (Hudson 2000; Cluis és mtsai., 2004). A HY5-tel nagyaranyld homoldgiat
mutatdé HYH nem csak UV-B, hanem kék fényre adott valaszreakciokban is szerepet jatszik
(Holm és mtsai., 2002). Az E3 ubikvitin-lighz COP1 szerepe ugyancsak szertedgazo, melyet az is
jol mutat, hogy a fotoreceptorok: PhyA, PhyB, Cryl és Cry2 kozvetlen kapcsolatban vannak a
COP1-el (Wang és mtsai., 2001; Yang és mtsai., 2001; Seo és mtsai., 2004). A ndveényekben
alacsony szintli UV-B hatasara aktivalodik az UV védelemben résztvevd gének transzkripcioja.

A fenilpropanoid Ut egyik kulcsenzime a KALKON-SZINTAZ (CHS), transzkripcionalisan
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indukalédott UV-B pulzusok hatéséra petrezselyem sejtkultdraban (Frohnmeyer és mtsai., 1999).
Kimutatott, hogy a CHS gén UV-B &ltal szabalyozott expresszidjaban az UVR8-¢€ a kozvetitd
szerep (Jenkins és mtsai., 2009). A CHS valoszinlileg a befejez6 1épése lehet ennek az
utvonalnak: expresszidja transzkripcionalis szinten szabalyozott, indukciés kinetikaja lassabb,
mint a HY5-é, de kifejez6déséhez igényli a COP1, UVRS és HY5 részvételét (Brown és mtsai.,
2005; Oravecz és mtsai., 2006). Az UV-B mellett a voros/tavoli vords és a kék/UV-A fény is
szabalyozza a CHS expresszidjat, igy tehat a fitokrom, kriptokrom és UV-B jelatviteli utak
egyarant résztvesznek a fénysz(ir6 pigmentek képzOdéséért felelés kulcsenzim transzkripcios
szabalyozésaban (Jenkins és mtsai., 2001). Vizsgalatainkbol kiderul, hogy az ANAC13 gén
expresszidjat az UV-B mellett a vords fény is indukalja. A vords fény indukcié valamivel
gyorsabban éri el maximumat, azonban lényegesen alacsonyabb szintet mutat az UV-B valasszal
Osszevetve. Ez azt sugallja, hogy az ANAC13 expresszidja komplex, feltehetSen kiilonbdzd

jelatviteli utak altal szabalyozott.

52.2. Az ANAC13 UV-B és voros fény valasza részben kulonbdzd cisz-elemek

részvételével szabalyozott

Hartmann és mtsai.,, (1998) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kilonb6zd
fototranszdukcids utak transzkripcios faktorokat szabalyoznak, melyek kozds cisz-szabalyozd
elemekkel keriilnek kdlcsonhatasba. A CHS, illetve tovabbi, a fenilpropanoid bioszintézis Gtban
résztvevd CFl, F3H és FLS gének UV-B és UV-A/kék fény &ltal indukalt expresszios valtozasai,
Osszetett fényszabalyoz6 elemek, LRUsS/LREs (light-regulatory units/light-regulatory elements)
részvetelével torténnek (Hartmann és mtsai., 1998, 2005). De ezek az elemek sziikségesek a
vords/tavoli vords és kék fény altal indukalt transzkripcidhoz is (Kaiser és mtsai., 1995). Ezek a
fényszabalyozd elemek az Arabidopsis thaliana-ban két kuilénb6zd tipusu cisz-regulétor elemet
tartalmaznak: a bZIP-kot§ ACE (ACGT-containing element) és az MRE (MY B-recognition
element) tipust elemeket (Hartmann és mtsai., 1998; Weisshaar és mtsai., 1991; Droge-Laser és
mtsai., 1997; Feldbriigge és mtsai., 1997). Az emlitett fenilpropanoid bioszintézis Gtban szerepld

gének promoter régidit dsszevetve az ANAC13 gén promoterével azt kaptuk, hogy az ANAC13

ECHS ECHS

kozel 1,5 kb hosszlisdgu promoter szakasza tartalmaz két MR és harom AC tipusd
elemet, melyek kozill négy, a vizsgalt promoterekben tapasztaltakhoz hasonléan péarban
helyezkedik el. Logemann és mtsai., (2002) petrezselyem sejtkultirdban végeztek expresszios
vizsgélatokat arra vonatkozdéan, hogy a patogénvélasz milyen mddon represszélja az UV
védelemben szerepet jatszo flavonoidok bioszintézis Gtjat. A jelatvitelben szerepl6 egyik gén, az

acyl-CoA-oxidaz promoterén vegeztek mutacids és delécios analizist, mert Ggy gondolték, a
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A prométer konstrukciokat GUS riporter génhez kapcsoltdk. Vizsgalataik eredményeként
kider(lt, hogy a kozeli prométer szakasz két ACE eleme kozvetiti az &tkapcsolast a két
vélaszfolyamat k6zott. Ahhoz, hogy meghatérozzuk a feltételezett cisz-elemek funkciojét, illetve
hogy kideritsuk, hogy az ANAC13 UV-B és vords fény indukcidja egymastol fuggetlen, vagy
azonos szabalyoz6 elemeken keresztll valosul-e meg, kisérleteinkben mi is killonb6z6 promoter
muténsok expresszios mintézatat vizsgaltuk meg Arabidopsis csirandvényekben. Vizsgalatainkat
Osszegezve megallapithatjuk, hogy az ANAC13 maximalis UV-B indukcidjahoz keét promater
régidra van sziikseg: a kozeli promoter régio rovid (-110-+24) szakasza, illetve az a révid régio,
amely tartalmazza a feltételezett MREAM“™® szabalyoz6 elemet (-146-t6l -110-ig). A 9. &bra
A/3-as konstrukcionél mért indukcio, illetve a 4-es és 6-0s konstrukciok esetében mért értékek
kozotti éles kontraszt abbdl szarmazhat, hogy az MREAN“! elemmel egyiittm(ikods, eddig még
ismeretlen elem(ek) a -110-+24 kozotti régioban talalhatok vagy az &ltalunk kijel6lt delécio
(-110) pont egy fontos szabalyoz6 elemet vag ketté. Ezen felll a vizsgalt promoter vords fény
indukcidja ugyancsak két régiohoz kothetd. Mindenképp sziikséges hozza a promoter tavoli
+24-ig terjedd promoter régiot tartalmazé kiméra gén nem mutat voros indukciot. Abban az
esetben, amikor a rovid -110-t6l +24-ig terjedd promoter szakaszt a CaMV35S minimal
promoterrel helyettesitettiik (9. abra A/5. konstrukcid), a vords fény valasz szintje visszaesett, de
még kimutathatd (~5x) volt. igy feltehetGen ebben a régioban talalhatd elemek is hatassal

lehetnek a voros fény indukcidra.

5.3. Feltételezett UVBox azonositasa és jellemzése

5.3.1. Pontmutinsok azonositasa luciferaz alapu genetikai sz(irés sorén

Az eddigi vizsgalataink azt mutattdk, hogy a korébbi részletes tanulményok alapjan

EANAC13 EANAC13

azonositott, feltételezett két MR és harom AC tipust elem nem szamit erdsen

kritikus pontnak az ANAC13 prométer UV-B vélaszaban. Feltételezésiink szerint léteznie kell a

prométer kozeli szakaszaban (-146-t61 -110-ig) talalhaté MREANACL

elemmel egylittm(ikodo,
eddig még ismeretlen elem(ek)nek a -110-+24 koz6tti régidban. Célunk tovabbra is az ANAC13
UV-B fuggd jelatvitel elemeinek az azonositasidra maradt, ezért elinditottunk egy luciferdz
riporter gén alapl genetikai sz(ir6vizsgalatot Arabidopsis-ban. AZ EMS mutagenezis soran
nyert, csokkent luciferdz aktivitast mutatdé egyedek kozil két muténsra fokuszaltunk, melyek
egymastol fliggetlen pool-okbol szarmaztak, és amelyekben csak a Proanacis::Luc transzgén

UV-B indukcidja volt érintett, az endogén ANAC13 UV-B aktivitdsa valtozatlan maradt.
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Adataink azt mutattdk, hogy mindkét mutans ugyanazt az egy pontmutéciot hordozta (C— T
melletti nukleotidok esetleges UV-B valaszban val6 szerepének tisztdzdsdhoz tovébbi
pontmutaciot generaltunk a -107 bp-os pozicidéban (G - A). A mutans kiméra géneket tartalmazo
transzgénikus ndvények expresszidjanak részletes tanulményozésa utdn tisztan kirajzolddott,
hogy mindkét pontmutacié egymastdl fliggetleniil és markansan redukalta a Proanacis::Luc UV-
B indukciojat. Az eddigi adatok azt is jol mutatjak, hogy a mutans Proanacis::Luc konstrukcio
vélaszdhoz. Mindez arra utal, hogy ez az Gjonnan meghatarozott szabalyoz6 elem, melyet
UVBOoxX"NACE jeloléssel lattunk el (feltételezhetd core szekvencidja CAAG), egy jelentdsebb
cisz-szabalyoz6 elem az ANAC13 promoter UV-B vdlaszanak iranyitdsdban. Annak ellenére,
ANAC13

hogy az UVBox

MREANACLE alemek is kozremiikodhetnek az ANAC13 maximalis UV-B valaszaban. Az

VA

jétssza a f6 szerepet, adataink azt sugalljak, hogy az ACE"NAC® g

UVBox"NACL3 glemet csonkitva tartalmazza és hordozza az ACEANACT gs MREANACT? glemeket,
ha csak nagyon alacsony szinten is, de mutat UV-B indukciot. Ez alapjan feltételezhetjik, hogy
az ACEANACE és MREANAY elemek egyiittmiikddhetnek. Azonban az is latszik, hogy a kozeli
régidban (-146-t61 -110-ig) talalhatd6 MRE*"A°** madositdsa megsziinteti az UV-B valaszt,

EANACLS 65 a tavolabb

jelezve, hogy a promdter kozeli szakaszan (-146-t6l -110-ig) talalhaté AC
elhelyezkedd ACEAMA“™ valamint MRE“N!® elemek énmagukban nem funkcionalnak. Ezért
azt a hipotézist preferaljuk, miszerint a maximalis UV-B vélasz elérésében a kozeli promater
régiéban 1évé MREANACE UvBox NAC13 g5 esetleg a tobbi ACEANAC!® ¢s MREANAC!E glem
kozosen vesznek részt killonboz6 transzkripcids faktorok kdtésével, melyek még meghatarozasra

ANAC13

varnak. Bemutattuk, hogy az UVBox nem vesz részt az ANAC13 vords feny

V4

ANACO013

eltdvolitasa felszdmolta, addig a teljes hossziisdgu promoéterben az UVBox elemet érint6

pont mutéciok nincsenek hatdssal a vords feny aktivaciora. Azonban adataink nem zarjak ki

=z

talalhatd, eddig még azonositatlan cisz-elemnek és az ACE~N2 g5 MREANAY egységek

egylttes hatasabol szarmazik.
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5.3.2. Az azonositott UVBox“"*® specifikus cisz-szabéalyozé elemként miikodik az UV-

B véalaszban

A fény és mas kornyezeti szignalok gyakran kdzdsen vesznek részt egy-egy specifikus
fejlédési valasz kozvetitésében, mely jelzi ezek kozott a jelatviteli utak kozotti kapcsolodasi
pontok meglétét. A legtdbb tanulmény féként egy kdrnyezeti inger hatdsaira fokuszal, kiragadva
azt az 0sszefliggések haldzatabdl, hiszen a természetben a specifikus kdrnyezeti ingerek gyakran
nehezen jellemezhetdek és killonithet6ek el méas hatdsoktdl. Nagy kihivast jelent a kilénbdz6
szignaltranszdukcids utak kozotti kolcsonhatasok feltdrdsa, melyeket nagysz&mu, eltérd
stresszfaktor hatdroz meg, mint példaul a ndvényevik sebzései, a patogén mikroorganizmusok
okozta fert6zések, szarazsdg, s, extrem homérsékletek vagy az UV-B sugérzas (Stratmann,
2003). Mindezek ellenére szamos részletes kutatisnak sikerult feltarnia atfedéseket a kiilonbdz4
jelatviteli utak kozott. Az UV-B indukélta jelatviteli haldzat igazoltan atfed a sebzés vélasz
jelatvitelével (Logemann és mtsai., 2002; Izaguirre és mtsai., 2003). Megallapitottak, hogy a
fenilpropanoid bioszintézis Gt enzimeit kodold gének (PAL, CHS), mindkét stimulus hataséra
aktivalodnak. A fenilpropanoidok nagy része fényszlir6ként funkcional, és/vagy elhéritja a
rovartamadasokat. A microarray analizisek soran nagy szdmban azonositottak olyan UV-B
vélaszt ad6 géneket, melyek mas stresszfaktorokra is indukalénak (Ulm és mtsai., 2004). A
DREB2A transzkripcios faktor szerepét els6ként a sz&razsag stresszvalaszban tarték fel, de ismert
a s0, h6é és fény jelatvitelben valé részvétele is (Nakashima és mtsai., 2000; Ulm és mtsai.,
2004). A Zatl2 transzkripcios faktor kozponti szerepet jatszik altalanosan az abiotikus
stresszvalaszokban Arabidosis-ban (Sholpan és mtsai., 2005). A NAC domain protein csalad
szamos tagja is egyszerre tobb abiotikus és biotikus stressz jelatviteli folyamat szerepldje.
Peldaul a paradicsom StNAC génje sebzés és patogének hatésara, az Arabidopsis ATAF1 génje
emellett sz&razsag stressz, mig az ATAF2 virusfert6zés hataséara is aktivalodik (Colligne és
Boller, 2001; Lu és mtsai., 2007; Wang és mtsai., 2009). A repce BnNAC génje indukalodik
sebzes, patogén, hideg és szarazsag stressz esetében is (Heged(s és mtsai., 2003). A cukornad
SSNAC23 génje kapcsolatban van a kartevék, hideg és viz okozta stressz folyamatokkal
(Nogueira és mtsai., 2004). Ebb6l adoddan feltehetdleg reguldlé faktorok egész seregére lehet
szikség bizonyos gének megfelel6 szabalyozdsdhoz. A gének indukcidjanak megértéséhez
fontos lenne tudni, hogy vajon a kilénb6z6 ingerek a transzkripciot elkilonilt vagy kézos cisz-
elemeken keresztil aktivaljak-e. Az ANAC13 promoter indukalédik a vizsgalatunkban szerepl6
abszcizinsav (ABA), és a legtdbb abiotikus kornyezeti inger, kdztik a vords fény, s6 és hé
hatisara is. Két olyan kiméra génkonstrukciot hoztunk Ilétre (ProaxuveoxanAciz-3ssmin::LUC,
MutProzxuveoxanaciz-assmin::LUC), melyekkel bemutathattuk, hogy a munkénk soran azonositott
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UVBox"NC% cisz-szabalyoz6 elem nem csak sziikséges, de elegendd is az UV-B valaszhoz.
Eredményeink egyértelm(ien azt mutatjak, hogy az ép UVBox"""“3, legalabbis dimer formaban,
elegendd ahhoz, hogy a Progssmin:Luc promoter konstrukciot UV-B valasszal ruhazza fel.
Meghatdroztuk, hogy az UVBox"“A“? szabalyozé funkcidja UV-B-re specifikus, a
Proaxuveoxanacis-sssmin::LUC  transzgén expresszidja nem érintett mas, a Kkisérleteinkben
felhasznalt biotikus és abiotikus ingerek altal, szemben a Pro anacis:Luc és Pro presza::LuC

ANAC13

konstrukcidkkal. Mindez azt jelenti, hogy az UVBox egy specifikus cisz-elemként

miikddik az UV-B indukélta transzkripcié kdzvetitésében.
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OSSZEFOGLALAS

Az ultraibolya (UV) sugéarzas a foldfelszinre jutd napfény rendkivil lényeges részét képezi.
Mivel a sztratoszférikus 6zonréteg a 290 nm-nél rovidebb hullamhossz(sadgu sugérzast teljes
mértékben elnyeli, igy csak az UV-B (280-320 nm) tartoméany hosszabb hulldmhosszlsagu része
és a teljes UV-A (320-400 nm) tartomény éri el a foldfelszint és rendelkezik bioldgiai
jelent6séggel. Az UV sugarzasnak az él6 szervezetekre gyakorolt karos hatdsai, melyek
gyakorlatilag minden fontosabb biomolekula és sejtalkot6 sertléséhez vezethetnek, jol ismertek.
Az alacsony szint(i (hosszabb hulldmhosszusagu, kis dozist) UV-B sugarzas azonban nemcsak
kornyezeti stressztényez6, hanem informécios szignal is, mely specifikus szabélyozasi
mechanizmusokat is indukal, hasonléan az ismert fotoreceptorok altal detektalt lathaté és UV-A
fényhez.

E tanulméany célja az wvolt, hogy mélyebb betekintést nyudjtson az UV-B sugarzas
érzékelésének és jelatvitelének hatterében 1év6 molekularis mechanizmusokba, és hogy
rvilagitson ezeknek a lathatd és UV-A fény szabdlyozta folyamatokhoz val6é viszonyéra.
Els6ként az alacsony szinti UV-B é&ltal kivaltott transzkripcids valtozasok vizsgélata kerult
kitlizésre, mely tovabbi alapot biztositott lehetséges Uj komponensek azonositisara és
jellemzésére. Ezek alapjan tovabbi célkitlizésként az ANAC13 UV-B jelatvitelben betoltott
szerepének és viszonyanak a felderitése szerepelt.

Munkénk sordn megallapitottuk, hogy az ANAC13 gén UV-B vélasza f6ként a transzkripcio
szintjén szabalyozott. Megerdsitettiik és egyben kiterjesztettik a korabbi microarray analizis
eredményét, mely alapjan az ANAC13 a hosszabb és rovidebb hullamhosszd UV-B-re is valaszt
ad, illetve transzkripcios aktivitasa tovabb indukalodik, ha a kezelést kiterjesztjik a rovidebb
hullamhosszu tartoményok felé. Transzkripcionalis szint(i UV-B valasza részben fliggetlen a méar
ismert fotoreceptoroktdl, vizsgalataink alapjan a kriptokromok szerepe feltételezhet6.
Alatdmasztottuk azt a kor&bbi megfigyelést, mely szerint expresszija az UVRS8 fliggd
jelatviteltdl valoszindleg kiilonbdzd jelatviteli at altal szabalyozott.

Expressziojat az UV-B mellett a voros fény is indukalja, mely azt sugallja, hogy az ANAC13
expresszidja komplex, feltehet6en killonb6z6 jelatviteli utak ltal szabalyozott. A kozel 1,5 kb
hossz(sdgu promoter szakaszan azonositottunk a fényszabalyozé elemekre jellemzd két MRE és

harom ACE tipust, valamint egy Gj, altalunk UVBox VA3

-nak jeldlt cisz-szabalyozd elemet.
Hipotézisiink szerint a maximalis UV-B valasz elérésében a kodzeli promoéter régidban lévd
MRENACE  yvBox N1 g5 esetleg a tobbi ACEANAC s MREANAC™ elem kozdsen vesznek
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részt kilonbdzd transzkripcids faktorok kotésével, melyek még meghatérozasra varnak. Az
ANAC13 prométer indukalodott a vizsgélatunkban szerepld abszcizinsav €s a legtobb abiotikus
kornyezeti inger, koztik a vords fény, sé és h6 hataséara is. Bemutattuk, hogy a munkank soran

ANACL3 cisz-szabalyozd elem nem csak sziikséges, de elegend6 is az UV-B

azonositott UVBox
vélaszhoz, tovdbba igazoltuk, hogy szabalyoz6 funkcidja UV-B-re specifikus. Az azonositott
szabalyoz6 elemek jo kiindulopontot jelenthetnek a promdterhez specifikusan kapcsolodo

fehérjefaktorok, és igy az UV-B jelatvitelben résztvevd tovabbi elemek felderitéséhez.
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SUMMARY

Ultraviolet (UV) radiation is an important and integral part of sunlight reaching the
surface of the Earth. As the stratospheric ozone layer absorbs all radiation under the wavelength
of 290 nm, only the higher wavelength portion of UV-B (280-320 nm) and the entire range of
UV-A (320-400 nm) radiation reach the surface of the Earth and have biological importance. The
detrimental effects of UV-B radiation on living organisms, which can lead to the damage of each
essential biomolecule and cell organelle, are well known. Nevertheless, besides being an
environmental stress factor, low level UV-B radiaton also constitutes an informational signal
inducing specific regulatory processes similarly to visible and UV-A light detected by known
photoreceptors.

The aim of this study was to provide deeper insight into the molecular mechanisms
underlying the UV-B perception and signalling, as well as to elucidate the link between the UV-
B pathway and visible light / UV-A-regulated mechanisms. First we analysed trancriptional
changes induced by low level UV-B, which provided the necessary information for the
identification and characterization of new, potential components of the signalling pathway. On
the basis of this preliminary work, we also intended to investigate the role and relation of
ANAC13 in UV-B signalling.

We demonstrated that the UV-B response of ANAC13 gene is mainly regulated on
transcriptional level. We confirmed and extended the results of former microarray analysis
showing that ANAC13 responds to both longer and shorter wavelength UV-B and its
transcriptional activity is futher induced when exposed to irradiation extended to shorter
wavelengths. its UV-B response at transcriptional level is partly independent from known
photoreceptors, although our study suggests a role of cryptochromes. In agreement with previous
observations, we found that the signalling pathway regulating the expression of ANAC13 is
probably independent from the UVR8 pathway.

ANAC13 expression is induced by both UV-B and red light, suggesting that the
regulation of this expression is a complex mechanism probably involving different signalling
pathways. Analysing the nearly 1,5 kb long promoter region of ANAC13, we identified two
MRE and three ACE elements characteristic for photoregulatory elements together with a new
cis-regulatory element that we called UVBox"M“13, According to our hypothesis, in order to
induce maximal UV-B response the MRE*"A“*2 in the proximal pormoter region cooperates with
the UVBox*“A“!* and perhaps with other ACE “"°*® and MRE”N*“" elements by binding
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different transcriptional factors yet to be identified. In our study, the ANAC13 promoter was also
induced by abscisic acid and by most abiotic enviromental stimuli involving red light, heat and
salt. We demonstrated that the UVBox““*? cis-regulatory element identified in our work is not
only necessary but also sufficient for the UV-B response. We also proved that its regulatory
function is UV-B specific. The newly identified regulatory elements might constitute a good
basis to investigate the different proteins specifically bound to the promoter region together with

further elements of the UV-B signalling pathway.
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M2. Tablazatok

1. tAblazat. A kisérletekben felhasznalt plazmidok jegyzéke

plazmid . .
forrasa jellemzéje
neve
pBluescriptll Sratagene, La Jolla, E. coli kl6nozé vektor
KS/ SK USA
pPCV/Luc+NOS Koncz, 1994 Binaris novenytranszformécios vektor

2. tblazat. A kisérletekben felhasznalt klonok jegyzéke

A klon neve vektor inszert

ANAC13FL pPCV/Luc ANAC13 -1454-+25, Bglll-BamHI
ANAC13DEL1(1) pPCV/Luc ANAC13-198-+25, BgllI-BamHI
ANAC13DEL2(2) pPCV/Luc ANAC13 -146-+25, Bglll-BamHI
ANAC13DEL3(3) pPCV/Luc ANAC13 -110-+25, Sall-BamHlI

pPCV35Smin pPCV/Luc 35S promoter —46-+6, Sall-BamHI
ANACI13WT 110 pPCV35Smin/Luc ANAC13 -1454--110, Sal-BgllI
ANAC13MRE PPCV35Smin/Luc ANAC13 -1454--110,

MRE-box mutéci6

ANAC13MRE-ACE

pPCV35Smin/Luc

ANAC13 -1454--110,
MRE-ACE-box mutaci6

ANAC13UP

pPCV35Smin/Luc

ANAC13 -1454--146, Sall-Bgll|

2XUVBox

pPCV35Smin/Luc

ANAC13, oligé, -118—102,
EcoRI-Sall

UVBox mutl,2

pPCVNAM-L FL

QuikChange mutagenezis modszerrel

93



3. tablazat. A Kkisérletekben felhasznalt primerek jegyzéke

primer neve szekvencia technika / klon
CDK®6_for 5'GTCTTCTTCAAGCCAGGTGATA 3’ RT-PCR
CDK®6_rev 5’AAGCCGATCTTTAGGGTCATA 3’ RT-PCR
ANAC13_for 5’CTGAGGAATTACCTGAGAAAGC 3’ RT-PCR
ANAC13 rev 5’ AATATGAATCAGCACCAACGA 3’ RT-PCR
HYS5_for 5" TGGAGATCAAAGAAGGAATTGA 3’ RT-PCR
HY5 rev 5’ AGGCTTGCATCAGCATTAGA 3’ RT-PCR
LUC for 5’'TCATAGAACTGCCTGCGTGAG 3 RT-PCR
LUC _rev 5’AATGTAGCCATCCATCCTTGT 3’ RT-PCR
ANAC13Qup 5’CCAAACCTTCTTCTCCAATGAAAAAACACC 3’ QuikChange
ANAC13Qlo 5'GGTGTTTTTTCATTGGAGAAGAAGGTTTGG 3° QuikChange
2XUVBoOXU 5’AATTCTTCTTCTCS::EAG\Q?:AATTCTTCTCCAAG 2 xUVBox
>xUVBoxlo 5’TCGACTTTTCCTTEEQEAAQ(;AATTTTCCTTGGAG 2 xUVBox

ANAC13Pr_forl

5’GAAGATCTATTGTGTTCGACGTACG 3’

ANAC13 FL (1)

ANAC13Pr_revl

5’CGGGATCCTCACTTTTTTCTCTCTCG &

ANAC13 FL (1)

ANAC13forSalk | 5’GAAGATCTGAAAATAACAATTAAATGAAATG 3’ ANégjg\l%'
ANAC13box. for 5'GAAGATCTGCTACGTGTCGTCTCTGT 3’ AN’i‘Ejﬁg‘}“'
ANAC13110for 5'CCGGTCGACAAGGAAAAAACACCAA 3’ AN’i‘Sj(%llo'
ANAC13-147rev 5’ATCTTTGTTTGCGGAATTATTTTAC 3’ ANAC13UP(5)
150-110wt 5,TCGAGGAGA%(;%%?%'&ELQF%%‘ISTACAGAGACGA WT -110
150-110MRE 5,TCGAGGAGA%%%%E&%%&%%%‘;TACAGAGACGA MREmut
150-110MRE-ACE > TCOACCAGARCAC IACCOLACTTACAGAGACEA - MRE-ACEMUL
Luc seq 5’'CTGGAAGATGGAACCGCT 3’ szekvenald primer
LB seq 5’'CCGAAAAGTGCCACCTGA 3’ szekvenald primer
T3 5’ATTAACCCTCACTAAAGGGAAC 3’ szekvenald primer
T7 5’AATACGACTCACTATAGGGCG 3 szekvenald primer
LBforl S'GTG GCG AAA CCC GAC AGG AC Southern analizis
LBrevl 5’AGG CGG ATA AAG TTG CAG GAC CAC 3’ Southern analizis
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primer neve szekvencia technika / klén
RBforl 5’CGC AAG GAA TCG GTC AATACACTA 3 Southern analizis
RBrevl GGG GCG TCGGTTTCCACTAS Southern analizis
Lucplusinv 5’GAT GTC CAC CTC GA/g(I;:gTG TGC ATC TGT AAA Inverz PCR
HygILA-upl 5'CGA TAG AAA ACAA%%AATQT AGC GCG CAA ACT| Inverz PCR
Lb21 5GTG AAGTTT CTC ATCTAAGCCCCCATTT3 Inverz PCR
PBR1 5'CAC ATT TCC CCG AAA AGT GCC ACCTGA 3 Inverz PCR
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