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Részletes zarojelentés
A 2004-2006 kozotti idészak soran harom kutatési tertileten értiink nemzetkozileg is
kimagaslo eredményeket. Ezek a kutatasok szamos olyan projekt elinditasat tették

lehetéve, amelyeken jelenleg is aktivan dolgozunk.

A fitokrém-A sejtmagi importjanak szabalyozasa

Kutatdsainkkal bebizonyitottuk, hogy a fitokrom-A fotoreceptor indukalta jelatviteli
lanc egyik alapvetd és legkorabbi lépését, a fitokrom-A molekulak sejtmagba torténé
importjat egy eddig azonositatlan fehérje, az FHY1 fehérje szabalyozza. Kimutattuk, hogy
az FHY1 fehérje hianyaban a fitokrom-A fehérje nem akkumulalodik a sejtmagban és az
FHY1 mutans novények fitokrom-A hianyos muténs fenotipusahoz nagyon kézeli
fenotipust mutatnak. Eleszté két-hibrid kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a fitokrom-A
konformécio-fiiggé mddon (a bioldgiailag aktiv Pfr konformacioban) képes specifikusan
kélcsdnhatni az FHY1 fehérjével és az aktiv kdlcsdnhatashoz az FHY1 fehérje N-
terminalis doménje sziikséges. Kutatasi erdeményeink valdszindsitik, hogy a fitokrém-A
receptor egy fehérje-komplex egyik alkotorészeként importalodik a sejtmagba és e
komplex szervez6désében az FHY1 fehérjének meghatarozo szerepe van. A kisérletek
alapjan szintén valoszindsithetd, hogy az FHY1 fehérje mellett az FHL fehérje (az FHY1
fehérje egyetlen névényspecifikus homoldgja) is szerepet jatszik ezen import komplex
szervez6dédesében, hiszen az fthyl-thl dupla null névények fenotipusa azonos a fitokrom-
A null mutans fenotipusaval. Azok a kisérletek, amelyek elddnthetik, hogy az FHY1-FHL
fehérjék — tilmenden azon, hogy kdzvetitik a fitokrom-A sejtmagi importjat — szerepet
folyamatban vannak. Ezek a kisérletek azt mutatjak, hogy a fitokrom-A sejten belli

lokalizaciojat a fitokrom-B t6l markansan kilonb6z6é molekularis mechanizmus


https://core.ac.uk/display/11853865?utm_source=pdf&utm_medium=banner&utm_campaign=pdf-decoration-v1

szabdlyozza, hiszen a fitokrom-B sejtmagi importjat jelenlegi ismereteink szerint a
klasszikus NLS domain-importin kélcsénhatason alapul6é importrendszer szabalyozza.
El6zetes megfigyeléseink arra engednek kdvetkeztetni, hogy az fhyl-thl dupla null mutans
novéenyekben a fitokrom-A nem mutathat6 ki a sejtmagban, viszont western hibridizacios
kisérleteink alapjan a fitokrém-A szintje ill. fényindukalt lebomlasa nem tér el jelentésen a
vad tipusu novényétdl. Meglepetésiinkre azonban az fhyl-fhl dupla mutans a vad tipusu
névéennyel azonos idében virdgzik (a phyA null mutans koran viragzik), ami azt mutatja,
hogy a viragzas idejét szabalyozo fitokrom-A jelatviteli lanc mikodéséhez — ellentétben a
hipokotil elongaciéval — nem sziikséges a fotoreceptor sejtmagi importja, ezt a jelatviteli

lancot a citoplazméban lokalizalt fitokrom-A kontrollalja.

A fitokrém-A autofoszforilaciéjanak bioldgiai jelentésége

A fitokrom fotoreceptorok atipikus szerin-treonin kinazok, amelyek
autofoszforildlodnak és szamos mas fehérjét foszforilalnak. A fitokrom-A
autofoszforilaciojanak bioldgiai jelentésége ismeretlen volt egészen a kézelmultig. Ezen a
terlleten jelentdés haladast értlink el az elmult évek soran, mivel munkacsoportunk egy
koreai kutatécsoporttal végzett kollaboracios kutatasai soran bebizonyitotta, hogy a
fitokrém-A autofoszforilaciéja a fény indukélta jelatviteli lanc de-szenzitaldsaban jatszik
szerepet. I1zolaltunk egy olyan mutanst, amelybdl hidnyzik az a specifikus foszfatdz, amely
fény- és konformaciéfiiggé modon defoszforilalja a fitokrom-A molekulat. A mutans
fenotipusat vizsgalva kimutattuk, hogy ez a mutans hiposzenzitiv, a fitokrém-A null mutans
fenotipusahoz kdzeli fenotipust mutat. A specifikus foszfatazt kodol6 gént tulexpresszald
transzgénikus ndvények viszont markans hiperszenzitivitdst mutattak. Ezek az
eredmények arra engednek kdvetkeztetni, hogy a fitokrém-A autofoszforilaciéja ugyan

nem szikséges a jelatviteli lanc indukalasahoz, de nagyon fontos szerepet jatszik a



jelatviteli lanc aktivitAsanak szabalyozasaban egy olyan, jelenleg részleteiben ismeretlen
molekuléris folyamat részeként, amely a fitokrdm-A molekulak inaktivacidjat erdeményezi.
Kimutattuk, hogy ez az inaktivaciéo nem befolyasolja a fitokrém-A sejten bellli eloszlasat ill.
stabilitdsat. Kimutattuk ugyanis, hogy foszforilalédni nem képes mutans fitokrom-A
molekuldk sejten belilli eloszlasa ill. degradaciéja nem kilénb6zott jelentésen a vad tipusu
fotoreceptorétdl. Ezzel ellentétben viszont sikerllt kimutatnunk, hogy a fitokrém-A és a
PIF3 transzkripcios faktor kélcsdnhatasanak erésségét a fitokrom-A foszforilaltsagi szintje
jelentésen befolyasolja oly médon, hogy a fitokrom-A foszforilaciéja gatolja ezen
kolcsonhatas kialakulasat. igy valészindsitjiik, hogy a jelatvitel intenzitasanak
szabalyozéasa legalabb részben e molekularis folyamat révén valésul meg. Annak
eldontésére, hogy a fitokrom-A nem autofoszforilacios aktivitdsa milyen szerepet jatszik a
jelatviteli lanc makodtetésében, jelenleg végziink kisérleteket. Ezek soran olyan deléciés
fitokrém-A mutans fotoreceptor molekulakat fejeztetiink ki fitokrom-A null mutansokban,
amelyekrél bizonyitottuk élesztésejtekben, hogy elvesztették foszforilacidés képességiiket,
de még képesek autofoszforilalodni. A regeneralt transzgénikus névények fenotipusanak

analizise varhatéan segiteni fog e kérdés megvalaszolasaban.

A fitokrom fotoreceptorok egyik alapveté funkcidja a fotomorfogenezist negativan

szabdalyozé transzkripcios faktorok lebontasanak szabalyozasa

A fitokrém fotoreceptor-csalad tagjai tobb, igen bonyolult, sok komponenst
tartalmazo jelatviteli lanc aktivalasa révén szabalyozzak kb. 2500 gén kifejez6dését
Arabidopsis thaliana-ban. E jelatviteli lancok kdz6s jegye, hogy mindegyik tartalmazza egy
vagy tobb tagjat az un. PIF (fitokrom interacting factor) bHLH (bazikus-helix-loop-helix)
domént tartalmaz6 transzkripcids faktorokat kédolé géncsaladnak. E géncsalad

muikodésérdl az volt az elképzelés, hogy pozitiv médon, kézvetlenil a fotoreceptorokhoz



kotédve aktivaljak a fényindukalt gének transzkripciojat. Egy viszonylag komplikélt
kisérletsorozattal azonban bebizonyitottuk, hogy — ellentétben az altalanosan elfogadott
nézettel — ezek a transzkripcios faktorok nem pozitiv, hanem negativ regulatorai a fitokrom
aktivalta jelatviteli lancnak. Kimutattuk tovabba, hogy a fitokrém-PIF fehérje kdlcsénhatas
az elsé |épése e negativ regulacios fehérjék lebontasanak, ezt a kélcsénhatast a
fotoreceptor foszforilaltsagi szintje befolyasolja és a sejtmagban lokalizalt fitokrom
molekuladk egyik legfontosabb funkcibja e negativ regulacids faktorok fényfliggé
degradaciojanak szabalyozasa. Konkrétan a PIF3 transzkripcios faktor degradacidjat
vizsgéalva kimutattuk, hogy ezt a fitokrom-A, B és D fotoreceptorok egyuttesen
kontrollaljak. Ezek az eredmények alapjaiban valtoztattak meg a fényindukalt jelatviteli
lanc mikodésérdl alkotott korabbi elképzeléseinket. Meghataroztuk tovabba, hogy a PIF3
degradacioja gyors, fény hatasara a fehérje 10-15 percen belil lebomlik és hogy a PIF3 és
mas PIF fehérjék lebontasanak egyik |épése olyan nuklearis fehérjekomplexek
kialakuldsa, amelyek mind a fitokrom receptorokat, mind a PIF fehérjéket tartalmazzak. E
komplexek kialakulasanak gatlasa akadalyozza a PIF fehérjék fényindukalt degradaciojat
és hiposzenzitiv fenotipus kialakulasat eredményezi. Bebizonyitottuk, hogy — szintén
ellentétben a korabbi elképzelésekkel — a PIF3 fehérje nem jatszik szerepet a cirkadian

6ra mikodésében.



