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BEVEZETES ES CELKITUZES

Foldink nélkiilozhetetlen energiaforrasa a fény. A Napbodl érkezd
fénysugérzas alapvetd energidt nyujt szinte az 9sszes €16 szervezet szamadra, bar
koziliik csak a novények és néhany baktériumfaj képes kozvetleniil elnyelni, és
bioldgiailag felhasznalhatd kémiai energiava alakitani. A fény azonban nem csak
energiaforrds, amely a fotoszintézist irdnyitja, hanem mint az érzékelés
legfontosabb kozege, kornyezetiinkrdl alapvetd informacidkat hordoz, tovabba a
kiilonbo6zo életfolyamatok szabalyozasanak is az egyik legfontosabb eszkoze. A
novények optimalis teljesitoképességének nélkiilozhetetlen feltétele, hogy
képesek legyenek az dllanddan valtozd kornyezeti tényezdk, koztik a
fénymindség, fénymennyiség, a megvilagitas idétartamanak allandd valtozasait
pontosan érzékelni, és arra valaszolni. Erre a célra a novények egy kifinomult
fényérzékeld rendszert fejlesztettek ki, amely folyamatosan ellendrzi a
kornyezet fényviszonyait. A fitokrémok a fényspektruméanak vords és tavoli
voros, mig a kriptokromok és fototropinok a kék és UV-A régiok érzékelésére
specializalodtak. Ezen fotoreceptorok altal érzékelt fény tovabbitodik egy
komplex szignal transzdukcids kaszkad felé, és jelatviteli utakon keresztiil
nagyszamu morfologiai és fizioldgiai vélaszt irdnyit a novények teljes
életciklusa folyaman.

A Fold felszinét elérd UV-B (Ultraviola-B/Ultraibolya-B) sugarzas a Nap
elektromagneses sugarzasanak egyik lényeges része. A novényeknek fényfiggo
életmodjuk és helyhez kotott életformajuk kovetkeztében elkeriilhetetlentil
szamolniuk kell az 6ket ér6 UV-B sugarzassal. A nagy intenzitasi UV sugarzas
kiilonb6z0  stresszvalaszokat valthat ki, azonban nem csak egyszeri
stresszfaktor. Hasonldan a fényspektrum mas régioihoz, a kis intenzitasut UV-B
mint kornyezeti jel, alapvetd informaciohordozo. Szamos tény utal egy
specifikus UV-B érzékel6 rendszer jelenlétére, amely elkiilonithetd a kéarosito
folyamatoktél és a mar ismert, lathato fény érzékelésében résztvevd
fotoreceptoroktdl is.

Szemben a lathatd fény és az UV-A sugarzas érzékelésével és jelatvitelével,
a nem karositd hatasi UV-B-specifikus valaszok kozvetitésében résztvevod



elemek még nagyobbrészt ismeretlenek, illetve az érzékelésben résztvevd
fotoreceptor molekularis azonositasa is hatra van.

Munkank célja az UV-B érzékelés és jelatvitel alapjaul szolgaldé molekularis
mechanizmusok feltarasa, kezdve az UV-B sugarzas altal kivaltott specifikus
transzkripcionalis szintli valtozasok felmérésével. A kapott eredmény azutan
tovabbi alapot nyutjthat az UV-B valasz lehetséges, j komponenseinek
feltarasahoz, és az UV-B és lathato fény altal iranyitott jelatviteli folyamatok
Osszehasonlitdsahoz.

ANYAGOK ES MODSZEREK
Novényi anyag és mikroorganizmusok

Ezen munka soran harom vad Arabidopsis thaliana okotipust (Columbia
[Col], Landsberg erecta [Ler] és Wassilewskija [Ws]), illetve ezek kiilonbozo,
nyilvanosan hozzaférheté mutans valtozatait hasznaltuk. Az Echerichia coli
DH50 torzsét kiilonféle klonozasi célokra, mig az S17-1 torzset az

Agrobacterium tumefaciens GV3101 torzsét hasznaltuk.

Novények nevelése

Az A. thaliana n6vények magvait felhasznalasig sotétben, 4°C-on taroltuk. A
magvakat COMPO SANA tipust viragfold felszinére vetettiik. Tavasztol 9szig
terjedd idGszakban mesterséges megvilagitas alkalmazasa nélkiil, iveghazban,
mig a téli iddszakban, fitotronban, (12/12h fény/s6tét fotoperiodus, 80% relativ
paratartalom és  234£2°C) mellett neveltik a ndvényanyagot. A
transzformacidohoz 8-10 hetes korban, viragos allapotban hasznaltuk fel dket. A
transzformalt novényekr6l szarmazé magok feliiletét aratast kovetden
sterilizaltuk, majd MS taptalajra szélesztettilk Oket. A lemezeket a csirazas
elosegitése érdekében két napra 4°C-ra helyeztiik, majd a csiraztatas 23°C-on,
hosszunappalos koriilmények kozo6tt, novényneveld kamraban folyt 6 napig. Az
UV-B kezelésre a 7. napon kertilt sor. A voros fénykezeléshez a magok sterilezés
utan két napra 4°C-ra keriiltek, és a csirdztatds mar a mérésre hasznalt 96 lyukas
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ANACI3

UV-B vélasszal ruhdzza fel. Meghataroztuk, hogy az UVBox
funkcidja UV-B-re specifikus, a Proowvsexanacizassmin::LUC transzgén expresszioja
nem érintett mas, a kisérleteinkben felhasznalt biotikus és abiotikus ingerek
altal, szemben a Pro anaciz:Luc és Pro pres2a:Luc konstrukcidokkal. Mindez azt
jelenti, hogy az UVBox*™" egy specifikus cisz-elemként miikédik az UV-B
indukalta transzkripcid kozvetitésében.

szabalyozo
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mikrotiter lemezben tortént s6tétben, 4 napig, 23°C-on. A vords fénykezelésre az
5. napon keriilt sor.

Arabidopsis thaliana transzformacio, transzgénikus novények eléallitasa

A viragzatmerités” modszerét hasznaltuk az Arabidopsis ndvények
transzformalasara. A transzformalt novények szelekcidjahoz higromicin
rezisztenciat biztositd binaris vektorokat tartalmazo Agrobacterium tumefaciens
GV3101 torzset alkalmaztuk. Az elsddleges transzformansokat a rezisztencia
alapjan szelektaltuk.

Abiotikus és biotikus stresszkezelések koriilményei, és a luciferaz-aktivitas
mérése

UV-B és kvarc kezeléshez a hat napos csirandvényeket 96 lyukd mikrotiter
lemezekbe helyeztiik, amelyek lyukanként 200 ul MS taptalajt tartalmaztak. A
novényekre 20 pl, 2 mM D-luciferin oldatot mértiink. 7 napos korban végeztiik
a fénykezeléseket. A luciferdz gént hordozdé novénykék kezelések hatdsara
bekovetkezd lumineszcencia véltozasat TopCount™ automata luminométeren
mérve kovettiik. UV-B (25 perc) és kvarc (15 perc) kezeléshez fényforrasként 8
darab Philips TL 40W/12 UV fénycsovet tartalmazo ldmpat hasznaltunk. A
spektrum megfeleld tartomanyanak kisziiréséhez a fényforras és a mikrotiter
lemez kozé 3 mm-es vastagsagu transzmisszios alulvagoé filtert hasznaltunk
(WG305, kvarc). A voros fény kisérletekhez a 4 napig nevelt etiolalt
csirangvényeket 1 napig luciferinben pre-inkubaltuk, majd az 5. napon voros
fénnyel megvilagitottuk. A voros kezeléshez (60 perc) 936 db, vords fényt
emittald diodabol felépiild fényforrast hasznaltunk. A hormonkezeléshez 100
UM koncentracioju ABA oldatot, séstresszhez 250 mM NaCl oldatot, ozmotikus
stresszhez pedig 100 mM mannitolt mértiink a csirandvényekre. A hdstresszhez
a csiranovényeket 6 Orara 37°C-ra, mig a hidegstresszhez ugyanilyen
iddtartamra 4°C-ra helyeztiik.

Molekularis biologiai modszerek

A nukleinsavak izolalasa és manipulaldsa (plazmid DNS tisztitds, novényi
DNS izolalas, RNS kivonas, restrikcidés endonukledz emésztés, elektoforetikus



elvalasztas, DNS fragmentum izolalas, polimeraz lancreakcio, Southern-analizis,
RNS-analizis, szekvenalas), az E. coli transzformalasa és az A. tumefaciens
konjugacidja, iranyitott pontmutacio létrehozasa, az irodalomban szerepld
technikdknak ¢és a kiilonbozd gyartok javaslatainak megfelelden keriiltek
kivitelezésre.

EMS mutagenezis

Koriilbeliil 1 g (~50 000 db) magot, vernalizalast kévetden par drara vizben
eldaztattuk, majd etilmetan-szulfonat 0,2 %-os oldatdban gyengén razattuk 12
oran at. A kezelést kovetden a magokat bd vizmennyiséggel atmostuk, majd
nagy mennyiségli vizben felvéve, 800 cserép fold felszinére egyenletesen
kivetettiik. A learatott 800 cserép novényt 800 kiilon csoportként kezeltiik és
szirtlik. Csoportonként koriilbeliil 150-200 magot szélesztettiink ki MS
taptalajra. A csirdzas atlagosan 50%-os volt, igy csoportonként kortilbeliil 100
csirandvény luciferdz aktivitdsat mértik meg. A mérést TopCount™ automata
luminométerrel végeztiik. A csokkent luciferdz aktivitdst mutatd csirandvényeket
felneveltiik, roluk magot fogtunk, majd az igy kapott M3 magpopulaciébdl
szarmazo csiranovényekbdl RNS-izoldlas utdn szemi-kvantitativ. PCR
vizsgélatot végeztiink.

EREDMENYEK

Munkénk elézményeként kordbban beszamoltak az UV-B kezelésnek kitett,
fehér fényben nevelt, 7 napos Wassilewskija (Ws) okotipusi  Arabidopsis
thaliana csiranovények teljes genom microarray analizisér6l. A 15 perces,
kiilonbozd hulldmhossz tartoményd UV-B kezelések hatdsara nagyszamu gén
expressziojaban tortént valtozas. Specifikusan, az alacsony intenzitasu UV-B
hatasara 100 gén mutatott legalabb kétszeres indukciot, és 7 gén represszalodott.

Az UV-B altal indukalt transzkripcionilis valtozasok vizsgalata

A microarray analizis eredményei alapjan az alacsony intenzitdsu UV-B-re
valaszt add gének koziil kivalasztottuk a 10 legmagasabb indukciot mutatd gént.
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kritikus -110 bp-os pozicidban 1évé citozin melletti nukleotidok esetleges UV-B
valaszban vald szerepének tisztazasdhoz tovabbi pontmutacidt generaltunk a
-107 bp-os pozicidban (G—A). A mutins kiméra géneket tartalmazo
transzgénikus novények expresszidjanak részletes tanulmanyozéasa utan tisztan
kirajzolodott, hogy mindkét pontmutacié egymastol fiiggetleniil és markansan
redukalta a Proanacis::Luc UV-B indukcidjat. Ez az tjonnan meghatarozott
szabalyozo elem, melyet UVBox A" jelléssel lattunk el, egy jelentSsebb cisz-
szabalyozd elem az ANACI13 promoéter UV-B vélaszanak irdnyitasdban. Azt a
hipotézist preferaljuk, miszerint a maximalis UV-B valasz elérésében a kozeli
promoter régidban 1évé MREANC1? UVBox"MC" ¢s esetleg a tobbi ACE*N5 ¢s
MREACE elem kozosen vesznek részt kiilonbozo transzkripeids faktorok
kotésével, melyek még meghatarozasra varnak. Bemutattuk, hogy az
UVBox*™*" nem vesz részt az ANACI3 vords fény indukcidjaban. Ezt az

ey

eltavolitasa felszamolta, addig a teljes hossziisagli prométerben az UVBox N4

elemet érintd pont mutacidk nincsenek hatdssal a vords fény aktivaciora.
Azonban adataink nem zarjak ki annak a lehet6ségét, mely szerint az ANAC13
vords fény vélasza a promoter kozeli régidjaban talalhatd, eddig még
azonositatlan cisz-elemnek és az ACE*NC" ¢s MREAC" egységek egyiittes
hatdsabodl szarmazik.

A fény és mas kornyezeti szignalok gyakran ko6zosen vesznek részt egy-egy
specifikus fejlddési valasz kozvetitésében, mely jelzi ezek kozott a jelatviteli
utak kozotti kapcsolddasi pontok meglétét. Az UV-B indukalta jelatviteli halozat
igazoltan atfed a sebzés valasz jelatvitelével. A fenilpropanoidok nagy része
fénysziiroként funkcional, és/vagy elharitja a rovartamadasokat. A microarray
analizisek soran nagy szamban azonositottak olyan UV-B valaszt ado géneket,
melyek mas stresszfaktorokra is indukéléonak. A NAC domain protein csalad
szamos tagja is egyszerre tobb abiotikus és biotikus stressz jelatviteli folyamat
szerepldje. Ebbdl adéddan feltehetdleg regulald faktorok egész seregére lehet
sziikség bizonyos gének megfeleld szabalyozasahoz. A gének indukcidjanak
megértéséhez fontos lenne tudni, hogy vajon a kiilonbozé ingerek a
transzkripciot elkiiloniilt vagy k6zos cisz-elemeken keresztiil aktivaljak-e. Az
ANACI3 promoéter indukalddik a vizsgalatunkban szereplé abszcizinsav, €s a
legtobb abiotikus kornyezeti inger, koztiik a vords fény, s6 és hd hatdsara is.
Eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy az ép UVBox"N“", legalabbis
dimer formaban, elegendé ahhoz, hogy a Prosssmin.Luc promoter konstrukeiot
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Osszevetve. Ez azt sugallja, hogy az ANAC13 expresszidja komplex, feltehetden
kiilonbo6z0 jelatviteli utak altal szabalyozott.

A CHS, illetve tovabbi, a fenilpropanoid bioszintézis utban résztvevd CFI,
F3H és FLS gének UV-B és UV-A/kék fény altal indukalt expresszids
valtozasai, Osszetett fényszabalyozo elemek, LRUSs/LREs részvételével
torténnek. Ezek a fényszabalyozd elemek az Arabidopsis thaliana-ban két
kiilonb6z6 tipusu cisz-regulator elemet tartalmaznak: a bZIP-k6td ACE és az
MRE tipusu elemeket. Az emlitett fenilpropanoid bioszintézis utban szerepld
gének promoter régidit osszevetve az ANACI13 gén promoterével azt kaptuk,
hogy az ANACI13 kozel 1,5 kb hosszlisagi prométer szakasza tartalmaz két
MRE™ ¢s harom ACE™ tipusa elemet, melyek koziil négy, a vizsgalt
prométerekben tapasztaltakhoz hasonldéan parban helyezkedik el. Ahhoz, hogy
meghatarozzuk a feltételezett cisz-elemek funkcidjat, illetve hogy kideritsik,
hogy az ANAC13 UV-B és voros fény indukcidja egymastdl fiiggetlen, vagy
azonos szabalyozé elemeken keresztiil valosul-e meg, kisérleteinkben
kiilonb6z6 promodter mutansok expresszids mintazatat vizsgaltuk meg
Arabidopsis csiranovényekben. Vizsgalatainkat Osszegezve megallapithatjuk,
hogy az ANAC13 maximalis UV-B indukci6jahoz két promoter régiora van
sziikség: a kozeli promoter régid rovid (-110-+24) szakasza, illetve az a rovid
régio, amely tartalmazza a feltételezett MRE*MC" szabdlyoz6 elemet (-146-t61
-110-ig). Ezen feliil a vizsgalt promdter vords fény indukcioja ugyancsak két
régidhoz kothetd. Mindenképp sziikséges hozzd a prométer tavoli (-1457-t61
tél +24-ig terjedd0 promoter régiot tartalmazo kiméra gén nem mutat voros
indukciot. Abban az esetben, amikor a révid -110-t6l +24-ig terjedé promoter
szakaszt a CaMV35S minimal prométerrel helyettesitettiik, a voros fény valasz
szintje visszaesett, de még kimutathaté (~5x) volt. Igy feltehetden ebben a
régioban talalhatd elemek is hatassal lehetnek a voros fény indukcidra.

Elinditottunk egy luciferaz riporter gén alapi genetikai sziirvizsgélatot
Arabidopsis-ban. AZ EMS mutagenezis soran nyert, csokkent luciferaz aktivitast
mutatd egyedek koziil két mutansra fokuszaltunk, melyek egymastol fiiggetlen
pool-okbdl szarmaztak, és amelyekben csak a Proanacis::Luc transzgén UV-B
indukcidja volt érintett, az endogén ANACI13 UV-B aktivitdsa valtozatlan
maradt. Adataink azt mutattdk, hogy mindkét mutans ugyanazt az egy
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Ahhoz, hogy meghatdrozzuk, ezen gének UV-B indukalt expresszidja
transzkripcios szinten, avagy mRNS stabilitas szintjén szabalyozott, a
transzkripcios aktivitds markereként hasznalt luciferaz riporter rendszert
hasznaltuk fel. Ebben az in vivo vizsgalati rendszerben a kivalasztott gének
promoter régidjanak megkozelitdleg 1.5 kb. hosszusagi fragmentjét
hozzakapcsoltuk a luciferaz (Luc) riporter génhez, majd ezekkel a
konstrukcidkkal transzformalt Arabidopsis névényeket vetettiik vizsgalat ala. A
hossztnappalos koriilmények kozott nevelt, 7 napos transzgénikus novényeket
polikromatikus UV-B sugarzasnak tettiik ki, majd a luciferdz riporter gén
aktivitasat automata luminométeren mértiik. A mérések alapjan kitiinik, hogy a
nagyobb hullimhosszit UV-B sugarzas gyors expresszids valtozast indukal a
Prouys, Progurs, Proasgs»se €s a Proanacis promoterek esetében, mig a sziiretlen
UV-B hatasara a Prozariz, Proucrci €s a Proanacis promoterek transzkripcios
aktivitdsa novekszik. Felting, hogy a Proanacis kozel azonos expresszids
mintdzatot ¢s szintet mutat a hosszabb hullamhosszt, és a sziiretlen UV-B alatt
is.

Az ANAC13 gén korai UV-B valaszanak spektralis fiiggése

A kirajzolodd expresszids mintazata alapjan a tiz kivalasztott UV-B valaszt
ado gén koziil az ANAC13-mal végeztiink tovabbi kisérleteket. Az ANACI13 az
atlagosnal magasabb UV-B  indukciot mutatott, illetve felkeltette
érdekl6désiinket, hogy mindkét vizsgalt spektrum esetében szinte azonos
mértékll indukciot mértiink. A kivalasztasnal az is szerepet jatszott, hogy egy uj
elemt vizsgaljunk. Az UV kezelés soran négy kiilonb6zo UV spektrumot
allitottunk el6: WG327 (negativ UV-B kontroll, tilnyoméan UV-A), WG305
(alacsony energiaszintli UV-B), WG295 (er6sebb UV-B) és kvarc (sziiretlen,
erds UV-B). A mintdkbdl Northern-analizishez teljes RNS-t izolaltunk. A
transzkriptum felhalmozodasa a WG305, WG295 és  kvarckezeléseknél
magasabb, mint a negativ kontrollok esetében. A WG295 esetében erdsebb, mig
a WG305 ¢és a kvarckezelésnél gyengébb jelet kaptunk.

Az ANAC13 gén UV-B indukcidja gyors és tranziens

A hétnapos Ws csirandvényeket WG327 és WG305-0s alulvagéd filterek
felhasznalasaval kezeltik UV-B-vel. 0,5-, 1-, 2-, 4-, és 8 oraval a kezelés



kezdetét kovetden mintat szedtiink teljes RNS kivondshoz. A mintdkat Northern
analizissel vizsgaltuk. Az eredmények alapjan megallapithato, hogy az ANAC13
gén UV-B valasza gyors és tranziens, a transzkriptum szintje megkozelitdleg 1h-
nal éri el maximumat, majd fokozatosan lecsokken.

Az ANACI13 transzKkripcionalis szintii UV-B valasza részben fiiggetlen a
mar ismert fotoreceptoroktol

Megvizsgaltuk, vajon az ANACI3 transzkripcionalis szinti UV-B
valaszdban 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 (photlphot2) kettés mutansok ANACI13 génjének UV-B indukalhatosagat
vetettiik 6ssze a vad tipusu névény azonos génjének viselkedésével. A fitokrom
és fototropin fotoreceptor kettés mutans a vad tipusu névényekkel azonos UV-B
valaszt 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 eltolédott a hosszabb
hullimhossz iranyaba.

Az ANAC13 UV-B jelatvitelben elfoglalt pozicidja

Felmertiil a kérdés, vajon az altalunk kivalasztott ANAC13 gén a COPI,
UVRS8 és HYS altal meghatarozott jelatviteli Gt egyik eleme, vagy maés
szignalizacids kaszkad altal szabalyozott? Szemi-kvantitativ RT-PCR vizsgalatot
végeztiink, melyben 0Osszehasonlitottuk az endogén ANACI3 expresszios
mintazatat UV-B-vel kezelt vad tipusi novényekben, és kiillonbozd mutans
hatterekben. Megallapitottuk, hogy az ANAC13 UV-B indukcidja nem érintett
jelentdés mértékben a copl-4 mutansban, szemben a HYS szigoruan kisimuld
indukcidjaval. Emellett az ANAC13 UV-B valasza ugyancsak kevéssé érintett az
uvr8-1 és copl-4/-1 kettés mutansban, a vad tipussal (Col) 6sszehasonlitva.

Az ANAC 13 aktivalodik voros fény kezelésre

Az UV-B mellett, a voros fény is indukalja az ANACI13 expressziojat. Az
etiolalt csiranovények voros fény kezelését kovetden a Proanacis expresszidja kb.
6x-ra indukalodott.

hullamhosszi UV-B kezelés esetében eltolodott a hosszabb hullamhossz
iranyaba, igy szerepe az ANACI13 gén UV-B valaszban feltételezheto.

Mar azonositottak az UV-B altal indukalt fotomorfogenetikus jelatviteli
folyamat néhany kulcsfontossagu szabalyozd elemét, mint példaul a bZIP
transzkripcios faktor HY'S, az E3 ubikvitin-ligdz COP1 és az UVRS fehérjcket.
Kimutattak, hogy novényekben az UVRSE és COP1 fehérjék a sejtmagban
kozvetleniil UV-B specifikus kolesonhatasba 1épnek. A HYH-nak, és foleg a
HY5-nek a COP1-t6l és az UVR8-t6l downstream iranyban van fontos szerepe
az UV-B indukalta jelatviteli folyamatokban. Az UV-B indukalta
fotomorfogenezisre specifikus koriilmények kozott, a valaszban résztvevd gének
dontd tobbségének expresszidja a COP1-t6l és az UVRS-tdl fiigg. Ebben a
munkaban szemi-kvantitativ RT-PCR vizsgalat soran dsszevetettiik az endogén
ANACI13 gén expresszios mintazatat UV-B-vel kezelt vad tipusu ndvényekben,
illetve copl-4, uvr8-1 és copl-4/uvr8-1 dupla mutans genetikai hatterekben.
Megvizsgaltuk a ProANACI13::Luc riporter konstrukcié UV-B indukcidjat vad
tipusu és copl-4 genetikai hattérben. Jelentds expresszios valtozast egyik
esetben sem tapasztaltunk, igy ezeknek a vizsgalatoknak az eredményeire
alapozva megallapithatjuk, hogy az ANAC13 gén részben fiiggetlen a COPI,
UVRS8 és HYS5 génektdl. Ezek a megfigyelések megerdsitik és kiterjesztik a
korébbi eredményeket, mely szerint az UVRS fliggd jelatviteli Gt elemeinek
(UVRS, COPI1, HYY), illetve az ANACI3 gén expresszidjanak ellendrzése
Osszetett, és valdszintileg kiilonbozo jelatviteli ut altal szabélyozott.

Az UV-B sugarzas altal indukalt jelatviteli Ut eddig azonositott tagjainak
legtobbje, szamos mas fény jelatviteli Gt szerepléjeként is ismert. A HYS a
fotomorfogenezis elsd és legintenzivebben vizsgalt pozitiv szabalyozoja,
feltehetden downstream irdnyban miikodik tobb fény 4altal kivaltott és mds
fejlodésben szerepet jatszo jelatviteli folyamatban. Az E3 ubikvitin-ligaz COP1
szerepe ugyancsak szertedgazo, melyet az is jol mutat, hogy a fotoreceptorok:
PhyA, PhyB, Cryl és Cry2 kozvetlen kapcsolatban vannak a COPl-el. A
fenilpropanoid ut egyik kulcsenzime a KALKON-SZINTAZ expresszidjat az
UV-B mellett a voros/tavoli vorés és a kék/UV-A fény is szabalyozza.
Vizsgalatainkbol kidertil, hogy az ANAC13 gén expresszidjat az UV-B mellett a
vords fény is indukélja. A vords fény indukcid valamivel gyorsabban éri el
maximumat, azonban lényegesen alacsonyabb szintet mutat az UV-B valasszal
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csirandvények microarray analizis soran kapott 100 indukalt génbdl 62 kizardlag
a hosszabb hullamhosszi UV-B-re, mig a maradék 38 gén, koztiikk az ANAC13
is, az alacsonyabb hullamhossziit WG295 és kvarckezelésre is indukalodott. Ez
azért érdekes, mert a WG305, WG295 és kvarckezelés azonos spektrumot fed le
azzal a kiilonbséggel, hogy a WG295 ¢és kvarc kiterjed a révidebb hullamhossz
iranyaba. Mindez ramutat arra, hogy a rovidebb hullamhosszi UV-B sugarzas
negativan szabalyozza az alacsony energiaszinti UV-B altal indukalt gének
transzkripciojat, azt sugallva, hogy legalabb két, egymassal kolcsonhatasban
1év6 UV-B jelatviteli at 1étezik.

A microarray analizis eredményeire tamaszkodva érdeklddésiinket a
legnagyobb indukciét mutatd gének iranyaba forditottuk. A kiméra gének
luciferaz aktivitdsanak valtozasai hosszabb hullamhosszu, illetve sziiretlen UV-
B kezelést kovetden megerGsitették és egyben kiterjesztették a microarray
analizisben kapott adatokat. Emellett jelzik, hogy mind a tiz kivalasztott gén
UV-B valasza foként a transzkripcid szintjén szabalyozott. Az ANAC13 UV-B
kezelése soran, a csokkend transzmisszids tulajdonsdgu alulvagd filterek
felhasznalasaval eldallitott négy kiilonb6z6 spektrum koziil a WG295 esetében
kaptuk a legerGsebb transzkriptum felhalmozddast. Ez ugyancsak megerésiti a
microarray analizis eredményét, azaz az ANACI3 transzkripcids aktivitdsa
tovabb indukalddik, ha az UV-B kezelést kiterjesztjiik a rovidebb hulldmhossza
tartomanyok felé.

A legtobb fejlodési folyamat soran altalaban egynél tobb fotoreceptor vesz
részt a fény érzékelésében, ami a kiilonbozd fény indukalt utak kozotti
kolcsonhatasok komplex halozatat eredményezi. Ahogy egyre vilagosabba valik,
hogy a novények tobb, egymastol elhatarolt UV-B utvonalat hasznalnak,
valésziniisithetd, hogy ezek koziil legalabb néhanyban részt vesznek a meglévd
fotoreceptorok. Szamos eredmény arra utal, hogy az UV-B altal indukalt
transzkripcio, specifikus UV-B fotoreceptoron vagy fotoreceptorokon keresztiil
valésul meg. Tovabbi vizsgalatok egy az UV-B és a kriptokrom jelatviteli utak
kozotti kapcesolatot sejtetnek. Ezekbdl a megfigyelésekbdl kiindulva vizsgaltuk
meg az ANACI13 viselkedését, és kimutattuk, hogy transzkripcionalis szintli UV-
B fényvalasza fiiggetlen a mar ismert fitokromoktdl és fototropinoktol, habar
nem zarhatjuk ki a kiilonb6zé tipusu fotoreceptorok miikodése kozotti
tobbszoros atfedés lehetéségét. A kriptokrom 1 és 2 (crylcry?) kettdés mutans
esetében az eddig megfigyelt expresszid aranya a hosszabb és rovidebb
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A CHS és még néhéany, a fenilpropanoid bioszintézis Utban résztvevd gén
(CFI, F3H, FLS) promoterének szekvencidjat osszevetettik az ANACI13
promoéterének szekvencidjaval. Az altalunk vizsgalt prométer két MRES ¢s
hdrom ACE™ tipusu elemet tartalmaz, koziiliik négy parban helyezkedik el. A
promoter -1457 és -198 kozotti szakaszanak eltavolitdsa nem okozott jelentds
valtozast sem a hosszabb hullamhosszi, sem a szlretlen UV-B indukcidban,
azonban a vorgs fény altali indukalhatdsag megsziint. A -1457 és -146 kozotti
szakasz eltavolitdsa sem hozott szdmottevd valtozast az UV-B vélaszban. Ezzel
szemben, a kozeli prométer régié feltételezett ACEANAC? és MREANACH
elemeinek eltavolitisa mar drasztikus hatassal volt az UV-B indukcidra is.
Ennek a rovid (-110-t6l +24-ig) konstrukcionak az expresszidjat, hasonléan a
CaMV35S minimal promoéterhez, az UV-B nem befolyasolja. Abban az esetben,
amikor a rovid -110-t6l +24-ig terjedd promoter szakaszt a CaMV35S minimal
promoéterrel helyettesitettiik, az UV indukcidja jelentsen lecsokkent, mértéke a
tizedére (~2,5x) esett vissza. Ezzel szemben a voros fény valasz szintje csak kis
mértékben csokkent (~4-5x). A feltételezett MRE M€ elem szekvencidjanak
célzott mutacioja teljesen megsziinteti a konstrukcié UV-B valaszat, mig a voros
fény indukcié a harmadéra csokken. Amikor a feltételezett ACE*N*“" és MRE
ANACI elemeket egyszerre rontottuk el a vords fény valasz is teljesen megsziint.

Pontmutansok azonositasa luciferaz alapu genetikai sziirés soran

Az UV-B-fiiggd jelatviteli kaszkad elemeinek azonositasara elinditottunk
egy luciferaz alapu genetikai sziirévizsgalatot Arabidopsisban. Két, egymastol
fliggetlen mutans esetében, a Proanacis::Luc transzgén expresszidja valtozatlan
maradt, szemben a vad tipusnal tapasztalt indukcioval. A szekvencia adatok azt
mutattak, hogy mindkét mutans egy pontmutaciot hordoz, méghozza a promoter
kozeli régidjanak ugyanazon pozicidjaban (-110). Irdnyitott pontmutdcids
madszerrel generdltunk egy masik pontmutaciot is a -107-es pozicidban. Ez a
két pontmutacié egymastol fiiggetleniil, kiilon-kiilon is a promoter UV-B
indukalhatésaganak csokkenését vonja maga utan. A pontmuticidkat hordozd
kiméra géneket, illetve a vad tipust konstrukcidt tartalmazd 5 napos, etiolalt
csirandvények voros fény indukcidjanak mértékében nem tapasztaltunk 1ényeges
valtozast.



Az azonositott UVBox*“*“"  szabalyozé elem UV-B specifikus
indukalhatésagot kolcsonoz a CaMV35S minimal prométernek

A kozeli promoterrégid 12bp hosszusagl fragmentjét, amely tartalmazza az
UVBox*AB szabalyoz6 elem feltételezett core szekvencigjat, dimer formaban
alkalmaztuk. A CaMV35S promoterének felhasznalasaval két konstrukciot
hoztunk létre, az egyikben a vad tipustt UVBox" " szerepel dimer forméaban a
CaMV35S minimal promoéter eldtt, mig a mdsikban a mutins UVBox"NA¢!?
dimer elézi meg a 35Smin prométert. Mindkettét luciferdz riporterhez
kapcsoltuk  (Prozxuvsoxanacissssmin::LUC,  MUtPTOxuvBoxanacis-assmni:Luc). A
Proauveoxanacizsssmini:Luc @ Proanacis ::Luc transzgénhez hasonldan egyarant
indukaldédik a hosszabb hullamhosszi és a sziiretlen UV-B kezelés hatasara is.
Az alap expresszios szint aranyait figyelembe véve, a Proasuvsoxanacis-3ssmin::Luc
relativ. UV-B indukcidja tulajdonképpen magasabb a Proanaciz::Luc-hoz
viszonyitva. A pontmutaciot tartalmazo kiméra gén (mutProswuveoxanacis-
3ssmin::LUC) nem mutatott UV-B valaszt. A Proanacis::Luc konstrukcio az UV-B
sugarzas mellett jol indukalddik so-, ho-, és bar kisebb mértékben, de ABA és
voros fény kezelés hatdsara is. A Proawuveexanacizassmin::LUc, szemben a
Proanaciz::Luc transzgénnel, specifikusan csak az UV-B sugéarzasra indukélodik,
mas, a kisérletiinkben elvégzett kezelések nem voltak ra hatéssal.

ﬁj tudomanyos eredmények

1. Megéllapitottuk, hogy az ANACI13 gén UV-B vélasza féként a transzkripcio
szintjén szabalyozott. Az ANAC13 UV-B kezelése soran, az eléallitott négy
kiilonb6zo spektrum kozil a WG295 esetében kaptuk a legerGsebb
transzkriptum felhalmozodast, azaz az ANACI3 transzkripcids aktivitasa
tovabb indukalodik, ha az UV-B kezelést kiterjesztjik a rovidebb
hulldmhosszu tartomanyok felé.

2. Kimutattuk, hogy az ANACI13 transzkripcionalis szintli UV-B fényvalasza
figgetlen a mar ismert fitokromoktdl és fototropinoktol, habar nem
zarhatjuk ki a kilonb6z6 tipust fotoreceptorok miikddése kozotti tobbszoros
atfedés lehetdségét. A kriptokrom szerepe az ANAC13 gén UV-B valaszban
feltételezhetd.

3. Kimutattuk, hogy az ANACI13 gén részben fiiggetlen a COP1, UVRS és
HYS génektdl, igy valdsziniisithetd, hogy az UVRS fiiggd jelatviteli tt
elemeinek (UVR8, COP1, HYY), illetve az ANAC13 gén expresszidjanak
ellendrzése kiilonbozo jelatviteli ut altal szabalyozott.

4. Vizsgélataink kimutattdk, hogy az ANACI3 gén expresszidjat az UV-B
mellett a vords fény is indukalja, és igazoltuk, hogy az ANACI13 gén UV-B
és voros fény valasza részben kiilonbozd cisz-elemek részvételével
szabalyozott.

5. EMS mutagenezis segitségével meghataroztunk az ANACI13 gén
promoterében  egy pontmutaciot, amely markdnsan redukalta a
Proanaciz::Luc transzgén UV-B indukciojat.

6. A meghatirozott pontmutdcid szerepének tisztdzdsidhoz  tovabbi
pontmutaciot generalva sikeriilt meghatdroznunk egy 1j cisz-szabalyozé
elemet, melyet UVBox*N"? jeloléssel lattunk el. Ez az Wjonnan
meghatarozott szabalyozo6 elem, kritikus szerepet jatszik az ANAC13 UV-B
vélaszénak irdnyitdsaban. Vizsgalataink ramutattak, hogy a maximalis UV-B
valasz elérésében a kozeli promoter régidban 1évé MREANCE UVBoxANACH
és esetleg a tobbi ACEANACH & MREAYACH elem kozosen vesznek részt
kiilonboz6 transzkripcios faktorok kotésével, melyek még meghatarozasra
vérnak.

ANACIS oo

7. Bemutattuk, hogy a munkank sordn azonositott UVBox
szabalyozd elem nem csak sziikséges, de elegendé is az UV-B valaszhoz,
tovdbba igazoltuk, hogy az UVBox*“A" szabalyozé funkcidja UV-B

sugarzasra specifikus.

EREDMENYEK MEGVITATASA

Az UV-B sugarzas altal indukalt gyors és atmeneti transzkripcios valtozasok,
illetve a transzkripcios faktorok szamottevo jelenléte az UV-B indukalt gének
kozott arra utal, hogy hasonldan a 14that6 fény jelatviteli folyamataihoz, az UV-
B hatasara is Osszetett szabalyozasi haldzatok aktivalédnak. A 15 perces
szélessava UV-B  kezelésnek Kkitett Arabidopsis Wassilewskija Okotipusu



