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A fotomorfogenezist negativan regulalo COP1 ligaz fitokrom-A indukalt
inaktivacioja, modifikacioja

Az elmult harom év soran befejeztiik azt a kisérletsorozatot, amely arra iranyult,
hogy feleletet tudjunk adni a kovetkezd kérdésekre: (1) mi a molekularis magyarazata
annak, hogy a fitokrom-A (PHYA) N-terminalis fragmentumokat (N-406 és N-686)
fuzios fehérjeként kifejezd transzgénikus novények egy jelentés hanyada copl-nullhoz
hasonlé fenotipust mutat, (2) rendelkeznek-e ezek a PHYA N-terminalis doménjeit
tartalmazd fuzios fehérjék fotoreceptor-aktivitassal, (3) befolydsolja-e ezen fuzios
fehérjék biologiai aktivitasat sejten beliili lokalizacidjuk modositasa, (4) fligg-e a PHYA
fény indukalta proteolizise a fehérje sejten beliili lokalizacigjatol és (5) van-e valamelyik
strukturalisan/funkcionalisan azonosithato doménnek Kkitiintetett szerepe a PHYA

Kisérleteink egyértelmiien bizonyitottak, hogy a PHYA N-terminalis
fragmentumait tartalmazo PHYA-N406/CPRF/YFP-NLS és PHYA-N-
686/CPRF/YFP/NES fuzios fehérjék, ellentétben a nativ PHYA vagy a teljes hosszusagl
PHYA/YFP fuaziés fehérjékkel, konstitutiv. médon vagy a sejtmagban vagy a
citoplazmaban lokalizadlodnak, azaz sejten beliili lokalizacidjukat a fény nem
befolyasolja. Megallapitottuk tovabba, hogy a fenti fuzids fehérjék nem rendelkeznek
fotoreceptor-aktivitassal, mivel magas expresszios szintjlik ellenére sem voltak képesek a
CHS gének VLFR indukcidja). A fentiek alapjan egyértelmiien kijelenthetd, hogy a
PHYA fotoreceptor N-terminalis fragmentumai — ellentétben a PHYB, PHYD-PHYE
fotoreceptorok N-termindlis fragmentumaival — nem képesek fotoreceptorként mitkddni,
azaz a PHYA fehérje C-terminalis fragmentuma, a dimerizacié biztositasan tilmenden,
szlikséges a PHY A szabélyozta jelatviteli lanc miikodéséhez.

Bar a fenti fuzios fehérjék nem funkcionaltak fotoreceptorként, érdekes modon
expresszidjuk differencidltan modositotta a transzgénikus novények fejlddését fényben és
sOtétben  egyarant. A PHY A-N-686/CPRF/YFP/NES vagy PHYA-N-
686/CPRF/YFP/NLS konstrukcidt expresszald transzgénikus ndvények mind sotétben,
mind fényben hasonl6an mddon fejlédtek, mint a vad tipust vagy phyA-null névénykék.
Ez azt mutatja, hogy ezek a fuzios fehérjék nem interferaltak az ismert jelatviteli lancok
miukodeésével, tehat nem fejtettek ki dominans negativ hatast. Ezzel ellentétben a PHY A-
N406 /CPRF/YFP-NLS konstrukciot expresszald csirandvények markans copl-null
fenotipust mutattak sotétben és fényben egyarant. Ez a fenotipus jol megfigyelhetd volt
az egyedfejlodés korai szakaszéban (a csirazast kovetden 2-3 hétig), majd fokozatosan
gyengiilt, ¢s mire a ndvények virdgozni kezdtek, a transzgénikus és kontroll novények
fenotipusa, beleértve a virdgzasi 1d6t is, gyakorlatilag megkiilonbdzhetetlenné valt. A
PHY A-N406/CPRF/YFP-NES konstrukciot expresszald csirandvények fenotipusa az
egyedfejlodés korai szakaszdban (a csirdzast kovetéen 2-3 hét) nem kiilonbozott
szignifikansan a kontroll ndvénykéktdl sem fényben, sem sotétben. Erdekes modon
ugyanezek a ndvények markans copl-null fenotipust mutattak az egyedfejlédés késdbbi
szakaszaban, tehat a konstitutiv modon a sejtmagban vagy a citoplazmaban lokalizalt
fuzios fehérjék az egyedfejlodés kiilonbozd fazisaiban interferdltak a COP1 E3 ligaz
miukodésével. E megfigyeléseink arra engednek kovetkeztetni, hogy az egyedfejlodés
korai szakaszaiban (sotét-fény atmenet) sejtmagi lokalizacidoji, az egyedfejlédés késobbi
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szakaszaiban pedig citoplazmés elhelyezkedésti COP1 fehérje aktivitasa gatolt. Ezt a
kovetkeztetést jol alatamasztja az a tény, hogy €leszt6-2-hibrid vizsgalatokkal kimutattuk,
hogy a PHYA-N406 fragmentum konformaciotol fliggetlen modon képes kdlcsonhatasba
1épni a COP1 fehérjével.

A fenti PHYA fragmentumok fényindukalt proteolizisét vizsgalva azt talaltuk,
hogy a PHYA-N686/CPRF/NLS vagy NES/YFP fuzios fehérjék degradacidja
nagyon gyorsan degradalodnak (féléletidé: 20 perc), ugyanakkor a PHYA-N406-
CPREF/NLS vagy NES/YFP fuzios fehérjék fényben és sotétben egyarant stabilak voltak.
Ennek alapjan megallapitottuk, hogy a nativ PHYA fotoreceptor fényindukalt
proteolizisében a 406-686 aminosavak altal behatarolt domén alapvetéen fontos szerepet
jatszik, mivel ennek deletalasa fényben stabilizalja a fehérjét.

A fentieket Osszegezve kijelenthetd, hogy a PHYA fotoreceptor N-termindlis
fragmentumai nem funkciondlnak fotoreceptorként, és az egyedfejlodés kiilonbozd
fazisaiban dominans negativ modon interferalnak a COP1 E3 ligdz aktivitdsaval. Ez a
kolesonhatéds azon alapszik, hogy a PHY A406 N-terminalis fragmentumk — ellentétben a
nativ PHY A fehérjével — stabilak, igy irreverzibilis médon inaktivaljadk a COP1 E3 ligazt.

A nativ PHYA indukalta jelatviteli lanc szabalyozasaban, a PHYA fotoreceptor
fényindukalt sejtmagi importja. A fenti kisérletek bizonyitottak, hogy a PHYA egy N-
termindlis doménja alapvetden fontos a fényindukalt proteolizishez de jellegiiknél fogva
nem adhattak informdciot arrél, hogy a nativ PHY A molekula melyik doménja sziikséges
a sejtmagi importhoz. Az elmult évek soran megallapitast nyert, hogy a PHYA sejtmagi
importjat az FHY1 és FHL fehérjék kozvetitik. Az FHY1/FHL fehérjék konformaciotol
fiiggd modon képesek kolcsonhatni a PHYA Pfr forméjaval, az igy keletkezett
komplexeket az importin rendszer az FHYI1/FHL fehérjék NLS szekvencidi révén
felismeri (a PHY A molekula nem tartalmaz funkcionalis sejtmagi import szignalt), majd
a sejtmagba transzportdlja. A PHYA N-terminalis fragmentumok sejtmagi importjanak
vizsgalatat a PHYA-N406/CPRF/YFP ill. PHYA-N686/CPRF/YFP fuzids fehérjékkel
veégeztiikk el. Ezek a fuzios fehérjék nem tartalmaztak semmilyen ismert lokalizaciods
szignalt és sejtmagi importjuk az FHY1/FHL fehérjékkel valo kolcsonhatéstol fliggott.
Kisérleteink egyértelmiien bizonyitottak, hogy mindkét PHY A N-terminalis fragmentum
képes az FHY1/FHL fehérjékkel konformaciotdl fiiggdé modon kdlesonhatasba 1épni
(élesztd-2-hibrid és in vivo immunprecipitacios vizsgalatok) és fényindukalt modon a
sejtmagba transzportalodni. Ezek az adatok bizonyitjak, hogy a PHYA fényindukalt
proteolizisét és sejtmagba iranyul6 transzportjat a fehérje kiilonb6zé doménjei kozvetitik.
Nevezetesen az elsé 406 aminosav alkotta fragmentum elegséges a PHY A fotoreceptor
fényindukalt sejtmagi transzportjdhoz (tehat ez a domén felelds a nativ PHYA
molekuldnak a FHY1/FHL fehérjékkel valo kolcsonhatasaért), mig a 406-686
aminosavakat tartalmaz6 PHYA fragmentum sziikséges a fotoreceptor fényindukalt
proteolizis¢éhez. Az a tény, hogy a PHYA-N686/CPRF/YFP fuzios fehérje nem
komplementalja a phyA null mutanst (nem funkcionalis fotorecptor), de képes a fény
hullamhosszatol és intenzitasol fiiggdé mddon a sejtmagba importalodni és lebomlani,
szamos érdekes lehetdséget kinal a tovabbiakban. Ezek koziil talan a legérdekesebb az,
hogy az FHYI1/FHL fehérjéket és a PHYA-N686 fragmentumot hasznalva elvileg
lehetségessé valt egy olyan vektorrendszer felépitése, amely lehetdvé teszi, hogy egy



jelatviteli lanc mukodését fényfliggévé valtoztassuk nemcsak novényekben, hanem
¢lesztd vagy human sejtekben is.

Fitokrom-A tartalmG sejtmagi fehérjekomplexek izolalasa és a komplexek
alkotoelemeinek meghatarozasa és jellemzése

A sejtmagi PHYA-t tartalmazé fehérjekomplexek pontos funkcidja a fényindukalt és
PHY A-kontrollalt jelatviteli lancok mikodésében nem volt ismert vizsgalataink
elkezdésekor. A legaltalanosabban elfogadott nézet szerint ezek a komplexek a PHYB
komplexekhez hasonléan a jelatviteli lanc deszenzitizalasaban jatszhatnak szerepet oly
modon, hogy a fény intenzitasatdl fiiggden az aktualisan foloslegessé valt komponensek,
koztiik maga a PHY A fotoreceptor ezekbe a sejtmagi komplexekbe elkiiloniilnek. Az ily
moédon inaktivalt molekuldk aztan a fényintenzitastdl fiiggéen Gjra mobilizalodhatnak és
ismét a jelatviteli lanc aktiv elemeiként miikodhetnek. Ez kiilondsen vonzéd elméletnek
tlinik a PHYA fotoreceptor esetében, mivel a PHYA fehérje fényben nagyon gyorsan
lebomlik. A fenti teéria értelmében a sejtmagi PHY A molekuldk egy része a sejtmagi
komplexek alkotéelemeként sokkal lassabban degradalodna, igy sziikség esetén ujra,
fehérjeszintézis ¢€s sejtmagi import nélkiil betdlthetné biologiai funkciojat. Az elsd
kisérletek elvégzésekor kideriilt, hogy a PHYB komplexek izolalasara kidolgozott
modszer a PHYA komplexek izolalasara nem hasznalhat6, mert a PHYA-tartalmt
komplexek sokkal instabilabbak és igy a kitermelés nagyon alacsony hatasfoka. Ezt
kovetden kideriilt, hogy a ndovénykék kis mérete miatt a MALDI-TOPF vizsgélatok
elvégzéséhez elegendd sejtmagi komplexet a rendelkezésre allo metodikéaval képtelenség
Arabidopsis thaliana ndvényekbdl izoldlni, mivel olyan mennyiségli kiindulédsi anyagra
van sziikség, amit a jelenlegi iiveghdzi kapacitas mellett nem tudunk biztositani. Az elsd
év utdn ugy dontottiink, hogy atalakitjuk a kisérleti stratégiankat és két alternativ
megkozelitési modot kovetiink parhuzamosan. Az elsd azon alapult, hogy transzgénikus
rizsnovényeket allitunk eld, amelyek expresszaljak az Arabidopsis thaliana PHYA
fotoreceptort PHYA-YFP ill. PHYA-TAP fuzios fehérjeként. A rizsnovények méretiik
miatt optimalis kiindulasi alapanyagnak tlintek preparativ kisérletekhez. Emellett
bizonyitottuk, hogy a rizs phyA null mutasokat sikeresen tudtuk ezekkel a fuzids
fehérjékkel komplementalni, tehat az Arabidopsis PHY A fotoreceptor bioldgiailag aktiv
maradt a transzgénikus rizs novényekben. A transzgénikus ndévények tenyésztésekor
azonban kidertilt, hogy a transzgénre homozigoéta rizsnévényeket nem vagy csak nagyon
kis szazalékban tudunk eldallitani, mert az Arabidopsis PHY A magas szintli expresszioja
inaktivalja az endogén rizs PHYA ¢és a fuzios Arabidopsis PHYA-TAP/YFP fehérjéket
kodolo gének expressziojat az F2 és F3 nemzedékekben az Un. co-silencing (gén-
csendesités) mechanizmus kovetkeztében. Ezekkel a kisérletekkel parhuzamosan azonban
elkezdtiik ill. folytattuk azokat a kisérleteket, amelyek arra iranyultak, hogy olyan
Arabisopsis mutansokat izolaljunk, amelyekben a sejtmagi PHYA fotoreceptort
tartalmazo komplexek kialakulasa aberrans €és markdnsan eltér a vad tipusban leirt
komplextdl. Ehhez a megkozelitéshez olyan transzgénikus Arabidopsis novényt
allitottunk eld, amely egy endogén PHYA fehérjét nem expresszald phyA mutansban
expresszalja a PHYA-TAP-YFP fuzios fehérjét. A homozigota transzgénikus magokat
EMS kezeléssel mutagenizaltuk, és a mutagenizalt novénykék onbeporzasaval eldallitott
mutans populaciobol (kb. 60 000 csirandvényt atvizsgalva) kivalasztottuk azokat a



mutans novényeket, amelyek tavoli vords fényben hipo- vagy hiperszenzitiv fenotipust
mutattak. A kivalasztott mutansokban (150 fiiggetlen mutans) megvizsgaltuk a PHYA
tartalmt sejtmagi komplexek kialakuldsat és stabilitasat, és genetikailag térképeztiink 10
olyan vonalat, amelyekben a PHYA komplex kialakulasa ill. stabilitasa szignifikansan
kiilonbozott a vad tipusban leirttél. A 10 mutans vonalbdl 4-ben azt taldltuk, hogy a
mutans fenotipus egyiitt szegregdl a transzgénnel, tehat a mutacié valoszinileg a
transzgénben lokalizalt. Ezért ezeket a mutdcidkat nem térképeztiik tovabb, hanem
megszekvenaltuk a mutansokbol a PHY A-TAP-YFP transzgént és megallapitottuk, hogy
a mutaciok minden esetben a fuzidés fehérje aminosavsorrendjének megvaltozasat
eredményezték. Mivel ezek minden esetben aminosavcserét eredményeztek, folytattuk e
mutansok jellemzését. Bizonyitottuk, hogy ezekben a mutdnsokban a fizids fehérje nem
degradalodik fény hatdsara, a mutansok kivétel nélkiil hiposzenzitivitast mutatnak tavoli
vords fényben és nem mutathatdé ki sejtmagi PHYA-t tartalmazo sejtmagi komplexek
kialakuldsa. A masik 6 mutans esetében, amelyekben a mutaciok durva térképezése arra
engedett kovetkeztetni, hogy a mutdciok nem a transzgént érintették, folytattuk a
genetikai térképezést. Az elmult év sordn befejeztiik a genetikai térképezést, és az egyes
mutaciok poziciojat kb. 150-200 kb-nyi pontossaggal behataroltuk. E mutansok
genomjanak Ujraszekvendlasat a freiburgi egyetemen miikodé un. Solexa platform
segitségével megkezdtik. Az 5 mutans teljes genomjanak ujraszekvenalasa kb. 2-2.5
hénapot fog igénybe venni. A 6. mutansban a betérképezett muticido nagyon kozelinek
tlint a LIP1 génhez, amelyrdl kimutattuk, hogy fontos szerepet jatszik a cirkadian 6ra
fény altal torténd bedllitasaban. Ebbdl kifolydlag meghataroztuk ebben a genetikai
hattérben a LIP1 gén szekvenciajat, és megallapitottuk, hogy egy pontmuticiod
kovetkeztében ebben a mutinsban nem keletkezik LIP1 fehérje. Igy arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a LIP1 fehérje a cirkadian rendszerben betoltott szerepe
mellett sziikséges a PHY A sejtmagi komplexek kialakuldséhoz is.

A muticiok altal érintett gének azonositasan tilmenden folytattuk a kivalasztott 6
mutans vonal fizioldgiai, sejtbioldgiai karakterizalasat. Ezek a vizsgalatok a
befejezésiikhoz kozelednek ¢€s a jelenleg rendelkezésiinkre allo adatok alapjan a
kovetkezd megallapitasokat tehetjiik. A fenti 6 mutacid kiilonbdzo mértékben és modon,
de megvaltoztatia a PHYA sejtmagi komplexek kialakuldsat, méretét és stabilitasat.
Mivel ezek a mutacidk nem érintik kozvetleniil a PHYA fehérjét, ezért feltételezziik,
hogy a mutaciok vagy a PHYA fehérje poszt-transzlacios modositasaban szerepet jatszo
kindz/foszfataz fehérjék aktivitasat, specifitasat, vagy pedig a PHYA fehérjével a
sejtmagi komplexekben kolcsonhatod faktorok valamelyikét érintik. A fenti altalanositas
alol az egyetlen kivétel a LIP1 fehérje. A LIP1 gén egy atipikus kis-GTP-kotd fehérjét
kodol, amelyrdl kimutattuk, hogy rendelkezik GTP-az aktivitassal, tehat valosziniileg
enzimként miikodik. A LIP1 fehérje konforméciofiiggd mddon képes kolcsonhatni a
PHYA fotoreceptorral élesztd-2-hibrid kisérletekben, a LIP1-YFP fuzios fehérje mind a
sejtmagban, mind a citoplazmaban megtalalhat6. A LIP1 fehérje hidnyaban a PHYA
tartalmi sejtmagi komplexek kisebbek, de stabilabbak, és a mutans ndvények
hiperszenzitivek voros és kék fényben.



