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1. BEVEZETES

Eletfolyamataik optimalizalasahoz a névényeknek rugalmasan alkalmazkodniuk
kell kbrnyezetuk valtozasaihoz. Edényes névényeknél a kilsd ingereket érzékeld sejtek
mikodését kildnbdzd hormonok hangoljak 6ssze, koncentracio-gradiens kialakitdsaval
biztositva a megfeleld valaszreakciokat. A molekularis genetikai ismeretek gyors
gyarapodasaval ismertté valtak a névényi hormonok hatasat kozvetité jelatviteli utak,
lehetéséget teremtve a szabalyozasi folyamatok integralt, rendszer szint( vizsgalatara.
Ennek soran egyre tobb informacidval rendelkezhetiink a hormonszintet és annak
érzékelését meghatarozé folyamatokrol, valamint a hormonok kélcsénhatasairdl is.

A brasszinoszteroidokat (regulativ hatdsi névényi hidroxiszteroidokat)
mindéssze sziik masfél évtizede soroljak a fitohormonok kdzé. Az elsé érzékelési és
hidnymutansok azonositasat kdvetéen felgyorsult kutatasoknak kdszonhetéen ma ez a
novekedést és differencialédast szabalyozo6 vegylletcsoport a névényi hormonok egyik
legrészletesebben karakterizalt csoportjanak szamit. A jelen disszertacidban
bemutatandé  vizsgalatok a  brasszinoszteroidok  hatasspektrumanak, a
bioszintézisikben résztvevdé egyes géneknek, illetve ezek szabalyozasanak
megismeréséhez jarultak hozza.

Az értekezés tematikaja, a vizsgalatok céljainak és eredményeinek bemutatasa
a megjelent publikaciokra épil. A kisérleti munka mintegy masfél évtizedre nyulik
vissza, ami a ndvénybiolégia gyors fejlédése mellett igen hosszu idének szamit.
Kllénoésen jelentdsek a valtozasok egy olyan terileten, amelyek kutatasa vizsgalataink
kezdetekor szinte az alapokrol indult. Ezért a kisérletek eredeti gondolatmenetének,
logikdjanak megbrzése vegett azok hattereként az akkor aktualis ismeretek
szerepelnek. A megvitatdsok soran viszont az eredmények mindig naprakész
kontextusban keriilnek bemutatéasra.

Egyes vizsgdalataink szervesen kapcsolédtak korabbi, az értekezésben is
szereplé eredményeinkhez, ezért ezek leirasanak bevezetésében esetenként sajat
munkainkra is hivatkozni kellett. Publikalt eredmények esetén ezek egyszerlien mint
sajat adatok szerepelnek, mas idézetekkel egyitt mindig idérendi sorrendben.

Hazai BR vonatkozasu publikaciok hianyaban a disszertacioban szerepld
brasszinoszteroid formaknak nincsenek elfogadott, vagy akar csak publikalt magyar
nevei. A szerves kémidban bevett gyakorlatnak megfelel6en a brasszinoszteroidok

trividlis neveit is altalaban az eredeti forrasként szolgalé noévénynemzetségek latin



neveibdl (pl. Brassica, Catharanthus, Thea, Castanea) szarmaztattak. A magyar nyelvi
biokémiai publikaciok gyakorlatanak megfeleléen az értekezésben a nemzetkozi
szakirodalomban hasznalt elnevezéseknek a Kémiai helyesirasi szétarban (Miszaki

Kodnyvkiadd, 1982) megadott elvek szerint magyarositott formai szerepelnek.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A brasszinoszteroidok

Az eredetileg Mitchell és mtsai (1970) altal brasszinokként leirt
brasszinoszteroidok (BR-ok) iranti érdeklédést elsGsorban markans ndvekedés-
serkentd tulajdonsaguk inspirdlta. Az azéta eltelt id6szakban ezek a kutatdsok
latvanyos eredményeket produkaltak, és mara a BR-ok a névények egyik legjobban
ismert, hatasmaédjuk tekintetében is részletesen jellemzett hormoncsaladjanak
szamitanak (Vert és mtsai, 2005).

A BR-ok tanulmanyozasanak jelentés lendiletet adott, amikor egy ambiciézus,
200 kg repce (Brassica napus) pollenbdl kiinduld tisztitasi folyamat soran sikertlt
izolalni és kristalyositani 4 mg-nyi brasszinolidot (BL), a brasszin biolégiai aktivitasaért
felel6s vegylletet, és meghatarozni annak pontos kémiai szerkezetét (Grove és mtsai,
1979). A polihidroxilalt szteroidok k6zé tartoz6 BR-oknak azéta tébb mint 50
természetben el6forduld formaja valt ismertté (Bajguz és Tretyn, 2003).

Az élettani funkcidk és a hatdsmechanizmus vizsgalata szempontjabdl nagy
jelentéségil 1épés volt az elsé BR-deficiens (Li JM és mtsai, 1996; sajat munkank) és -
inszenzitiv (Clouse és mtsai, 1996) mutansok izolalasa. Ezeknek a mutansoknak a
segitségével pontosan megismerhetévé valtak a BR-ok altal szabalyozott biolégiai
folyamatok, és rajtuk keresztil e vegylleteknek az egyedfejl6désben jatszott
esszencialis szerepe. Rovid idén belll altalanosan elfogadotti valt, hogy a kordbban
csak novekedésszabalyozoként szamontartott BR-ok egy Uj névényi hormoncsaladnak
tekintenddk (Yokota, 1997; Clouse és Sasse, 1998).

2.1.1. Szerkezeti tulajdonsagok

A BR-ok az edényes novényekben Aaltalanosan el6forduld, erfs ndvekedés-
serkentd hatasu szteroidok. Szamos ide tartozé vegyllet azonositasa révén
megallapithatd volt, hogy valamennyi BR 5a-kolesztdn vaza hidroxilalt szteroid
(Mandava, 1988). Mai ismereteink szerint ezek kozll tényleges bioldgiai aktivitassal
csupan a BR bioszintézis végtermékének szamité BL, és az ennek kozvetlen
prekurzoraul szolgald kasztaszteron (Yokota és mtsai, 1982) rendelkezik. A BL
(racionalis elnevezése szerint: 22R,23R,24S-2a,30,22,23-tetrahidroxi-24-metil-B-



homo-7-oxa-5a-kolesztan-6-on) molekulanak az ismert szteroidok kdzt egyedulalld
tulajdonséga, hogy héttagu, heterociklusos, oxa-lakton tipusu B gydiriivel rendelkezik.
A két bioaktiv BR szerkezete, valamint a szteroid vaz szénatomjainak szamozasa €s
az anellalt gyirik jelolése az 1. abran lathatd. A kézvetlen hormonhatasu vegyiileteken
kivil a BR-ok kozé soroljak még a fitoszterolokbdl kiinduldé BL szintézisut
intermediereit, valamint ezek acilalt, ill. glikozilalt konjugatumait is (Bajguz és Tretyn,
2003).

OH

A

(¢}

brasszinolid kasztaszteron

1. dbra: A biologiailag aktiv BR formak molekulaszerkezete
A szteroid vaz szénatomjainak konvencionalis szamozasa és a gydrik jeldlése a BL
szerkezeti képletén lathato.

Az egyes BR szarmazékok a szteroid oldallanc 24-es szénatomjanak alkilacios
allapotaban, valamint az oxigén tartalmd szubsztituensek szamaban és helyzetében
killonbdznek egymastdl (Yokota, 1997). Elettani szempontbdl és mennyiségileg is
legjelentésebbek a C,s (C-24-metildlt) vazzal rendelkez6 BR-ok. A molekulak
szénatomjai kozil a C-3 minden esetben hidroxilalt, és tovabbi hidroxilacié fordulhat
elé a C-2, C-22 és C-23 helyzetben is. Oxo-, valamint oxa-csoport esetenként a hatos,
ill. hetes pozicidkban talalhatok (1. abra). A BR-ok strukturdlis alapu pontos, a
prekurzoroktdl és mas hidroxiszteroidoktdl valé vilagos elkulonitést lehetévé tevd
definiciéjat Bishop és Yokota (2001) javaslata alapjan fogadték el. Eszerint azok a
szteroidok tartoznak ebbe a vegyiletcsoportba, amelyek az 5a-kolesztan vdzon a C-3
hidroxilacion kivil még egy, vagy tébb oxigén tartalmd szubsztituenst hordoznak a C-2,
C-6, C-22, ésl/vagy C-23 poziciékban.



2.1.2. Természetes BR-ok

A BR-ok az edényes novények korében altalanosan elterjedt szabalyozé
vegyuletek, amelyeket emellett néhany alacsonyabbrendii szervezetbdl (pl. mohak,
zOldalgak) is ki tudtak mutatni. Egy kozelmultban megjelent attekintés (Bajguz és
Tretyn, 2003) 59 természetes BR-ot tart szamon. Bar e vegyuletek tdbbségét csupan
egy, vagy néhany novényfajban talaltdk meg, a hormonalis hatasért els6dlegesen
felelés C,g vazl bioaktiv BR-0k, és ezek bioszintetikus intermedierei minden vizsgalt
névény szervezetében eléfordultak.

Maig nem tisztazott kérdés, hogy a kasztaszteronénal erfsebb élettani hatasu
BL mennyire tekinthet6 altalanosan elterjedtnek a magasabbrendl névények kdrében.
Szamos fajbol mindeddig nem sikerilt kimutatni ezt a vegylletet, és feltételezik, hogy
ezekben a szervezetekben a kasztaszteron lehet az egyediili bioaktiv BR. Ugyanakkor
a BL igen alacsony (ng/kg nagysagrendi) fiziologias szintje miatt elképzelhetd, hogy
detektalasa esetenként csupan a felhasznalt analitikai médszerek érzékenységének
korlatai miatt nem volt lehetséges. A korabban BL-ot nem termeld névényekként
szamontartott Arabidopsisban és paradicsomban (Solanum lycopersicum) is csak
nemrég sikerilt kimutatni ennek a BR formanak a jelenlétét (Fujioka és mtsai, 1998;
sajat adataink). Viszont mindeddig egyetlen egyszik(i fajpan sem detektaltak BL-ot,
még a rendszerint hormont felhalmozé BR-inszenzitivn mutansaik esetében sem
(Noguchi és mtsai, 1999a). Ennek alapjan pl. rizsben (Oryza sativa) bizonyitottnak
latszik, hogy BR bioszintézisének végterméke a kasztaszteron (Kim BK és mtsai,
2008).

2.1.3. Elettani hatasok

A BR-ok fiziologiai hatasai koziil legszembed6tiébb, hogy a névényeken erételjes
novekedést, megnyllast valtanak ki. Ennek alapjan az auxin és gibberellin
hormoncsoportokkal egyitt a ndvekedés-serkentd fitohormonok kézé sorolhatok. E
funkciojukkal 6sszhangban a BR-deficiens (a hormon szintézisében sérilt) mutansok
markans térpe fenotipust mutatnak, amely ugyanakkor BR kezeléssel a vad tipuséhoz
hasonléva helyreallithatd (Clouse, 1996b). A BR-hianyos ndévények szbveti szintl
vizsgalata kimutatta, hogy a torpe fenotipus kialakulasat a jelentésen csdkkent mértéki

sejtmegnyulas és xilém differenciacié okozza (sajat adataink; Azpiroz és mtsai, 1998).



A bioszintézis mutansainak karakterizalasa sordn ismertté véltak a BR-ok
tovabbi fontos regulativ funkcidi is. Az erés fenotipusi mutansok un. konstitutiv
fotomorfogenikus fejlédést mutattak, melynek soran a csiranévényeknél sététben is
rovid hipokotilt és nyitott szikleveleket figyeltek meg. E morfolégiai jegyeken tilmenden
kimutathatd volt a normalis sotétfejlédés (szkotomorfogenezis) soran egyébként
represszalt, sejtmagi fényindukalt géneknek (pl. a ribuléz-1,5-biszfoszfat karboxilaz kis
alegységét kodolé RBCS, valamint a klorofill a/b-kétd fehérjét kédol6 CAB) a vad
tipuséhoz viszonyitva jéval magasabb szint(i kifejez6dése (Chory és mtsai, 1991; sajat
adataink; Azpiroz és mtsai, 1998).

Ezeken kivil is tobb fontos életfolyamat szabalyozasaban vesznek részt a BR-
ok. A hormon sulyos deficienciajat okozé mutansoknal a pollenfejlédés
visszamaradasa miatt himsterilitas alakult ki (Chory és mtsai, 1991; sajat adataink), és
a BR-ok medfelel§ szintje a csirazas biztositasahoz is sziikséges (Steber és McCourt,
2001). A termés kialakulasa és korai fejlédése soran a bioaktiv BR-ok jelentds
felhalmozodasat irtak le paradicsomban, sz6lében (Vitis vinifera) és borséban (Pisum
sativum) is (sajat adataink; Symons és mtsai, 2006; Nomura és mtsai, 2007). Mindezek
az eredmények a BR-oknak a reproduktiv fejlédésben jatszott fontos regulativ
szerepére utalnak.

A BR-okkal kapcsolatos kutatdsok kezdeteitél ismert volt, hogy ezek a
vegyiletek  fokozni képesek a novények ellenalloképességét bizonyos
stresszhatasokkal, pl. vizhidnnyal, gyors hdémérsékleti, ill. ozmotikus valtozasokkal
szemben (Mandava, 1988; Kagale és mtsai, 2007; Bajguz és Hayat, 2009), és ezen
protektiv tulajdonsagukon alapul mez&gazdasagi célu felhasznalasuk is (Kamuro és
Takatsuto, 1998). A BR-deficiens Arabidopsis mutansokban megfigyelhetd volt tébb
tipikusan stresszindukalt gén fokozott kifejez6dése (sajat adataink), vad tipusu
névényekben pedig BR kezeléssel jelentésen befolyasolni lehetett ezen gének stressz-
reszponziv expresszidjat (Kagale és mtsai, 2007). A BR-ok viralis, bakteridlis és gomba
patogénekkel szembeni védelmet biztositdé hatasanak molekularis hatterét vizsgalva
Nakashita és mtsai (2003) megéllapitottak, hogy a dohanyban és rizsben igy eldidézett
ellenalloképesség a szalicilsav szignalattél figgetlen, és nincs kdzvetlen kapcsolata a
sebzésindukalt, ill. szisztemikus szerzett rezisztenciaval sem. Paradicsomban
kimutattak, hogy a hé&stresszel szembeni rezisztencia BR kezeléssel kivalthatd
novelése elsGsorban egyes antioxidans enzimek (szuperoxid-diszmutéz, aszkorbat-
peroxidaz, gvajakol-peroxidaz és katalaz) fokozott aktivitasaval fliigg 6ssze (Ogweno és
mtsai, 2008).



Az eddigi ismeretek alapjan j6l lathatd, hogy a BR-ok szabalyozé hatasa
minden fiziolégiai funkcid esetében mas fitohormonok hatasaval egyitt, részben a
jelatviteli utak kolcsonos befolyasolasan keresztll valésul meg. Elsésorban a teljes
Arabidopsis genomot lefed6  génexpresszids  analizisek  eredményeként
figyelemreméltd atfedéseket lehetett kimutatni az auxin- és BR-reszponziv gének
csoportjai kdzott (Nakamura A és mtsai, 2003; Goda és mtsai, 2004a). Bar a
novekedés-serkenté funkcidkban a BR és gibberellin szabalyozas egymasrautaltsaga
nyilvanvald, e két hormoncsoport célgénjeinek transzkripcidés kontrollja alapvetéen
egymastol fuggetlennek bizonyult (Yang GX és mtsai, 2004). Kdz0s vonas volt
ugyanakkor, hogy mind a BR-ok, mind a gibberellinek esetében jénéhany génnél

ellentétes abszcizinsav-regulaltsag volt tapasztalhaté (Vert és mtsai, 2005).

2.1.4. BR érzékelés és jelatvitel

A szteroidok fontos hormonalis szabalyozé funkciot tdltenek be a gombdak,
allatok és novények korében egyarant. Bar maga a szabalyoz6 rendszer a
torzsfejlédés soran nagyon koran kialakult, és egyes elemei strukturalisan igen
konzervaltak, a noévényvilagban az érzékelési és jelatviteli folyamatok lényegesen
kilonboznek attél a korabban a tdbbi eukariota szervezet alapjan altalanosnak vélt
hatasmodtol, melyben a szteroid hormonok transzkripcids faktorként is mikodé
sejtmagi receptorokhoz kotédve kdzvetlenil befolyasoljak azok aktivitasat (Belkhadir
és Chory, 2006).

A BR szabalyozas molekularis hatterének felderitését nagyban segitette, hogy
viszonylag konnyen izolalhatok voltak az érzékelés és jelatvitel elemeiben sérilt
mutansok. Ez jorészt annak volt kdszdnhetd, hogy Arabidopsisban ezekért a
funkciokért rendszerint egyetlen gén felelés. Az alig tébb mint egy évtizedre
visszanyulé intenziv kutatasok nyoman mara a fitohormonok kozott a BR-ok
hatdsmechanizmusa tekinthet6 az egyik legrészletesebben jellemzett jelatviteli
rendszernek (Li JM és Jin, 2007; 2. abra). Az Arabidopsisban megismert, az
alabbiakban részletezend® szignalatviteli folyamat legfontosabb elemeit kétszikii és
egyszik( fajokban egyarant sikerilt azonositani (Bishop, 2003).

A BR-ok érzékelését a sejtfelszin plazmamembranjdban lokalizalt BRI1
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1) receptor biztositia. Ez az Un. leucin-gazdag

ismétlédéseket tartalmazd receptor kinazok (LRRK) csoportjdba tartozik, melynek
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2. dbra: A BR szabalyozas molekularis mechanizmusa

A: BR hidnyaban a sejtmembranban lokalizalt BRI1 receptor inaktiv dimerként, a BKI1
kin4z inhibitorral asszociélt allapotban talalhat6. A BRI1-rél kiindul6 gatlas hianyaban a
citoplazmaban és a sejtmagban is jelenlevé BIN2 kinaz foszforildlla a BR hatast
kdzvetit6 BES1 és BZR1 transzkripcios faktorokat, melyek foszforilalt formai (P-BES1
és P-BZR1) a 26S proteoszoman keresztiil degradalédnak. B: A hormon kétédése a
BRI1 extracellularis részéhez az intracelluléris kinaz doménben konformécid-valtozast
valamint a TTL és TRIP1 kindz szubsztratokkal valé 6sszekapcsolodasahoz vezet. A
létrejové foszforilacids szignal a BIN2 kinazt inaktivalja egy ismeretlen (?7?), annak
sejtmembranhoz kétédését el6idézd mechanizmus utjan. A BIN2 aktivitas hianyaban a
citoplazmaban feldlisulé BES1 és BZR1 a sejtmagba transzportalodik, ahol a nuklearis
lokalizacioju BSU1 foszfataz altal a foszforilalt formaikbol regeneralt megfelelSikkel
egyltt a BR-regulalt gének promotereihez kapcsolédva serkentik, vagy gatoljak azok
kifejez6dését. A BES1 esetében feltételezik, hogy a BIM transzkripciés faktorral
szinergisztikusan kapcsolédik E-box tipusu kétéhelyekhez, mig a BZR1 talan egy még
ismeretlen protein faktorral (?) kélcsonhatva kétédik a BRRE szekvenciakhoz. A vazlat
Li JM és Jin (2007) osszefoglald abraja alapjan készilt.

tagjai altalaban peptid természetl ligandumok érzékelésében jatszanak szerepet. A
BRI1 esetében a BR kotédését az extracellularis receptor domén leucin-gazdag
ismétiédései kozé beékelt, kizardlag a BRI1-ben eléforduld un. sziget régid biztositja
(Li JM és Chory, 1997). A hormon kotédése el6segiti a BRI1-nek a szintén LRRK
tipusi BAK1l (BRI1-ASSOCIATED KINASE 1) membranproteinnel vald

Osszekapcsolodasat, ami transzfoszforilacios reakcidkat kbvetéen a BRI1 intracellularis



kinaz doménjének aktivalédasat eredményezi (Li J és mtsai, 2002; Nam és Li JM,
2002). Az jelatvitel elinditasahoz a BRI1 és BAK1 homodimerekbdl legalabb tetramer,
de esetleg még Osszetettebb struktira kialakulasa szilkséges (Geldner és mitsai,
2007).

A hormon koétédését és a koreceptorral vald oligomerizaciot kdvetéen a BRI1
kinaz doménje egy ma még kevéssé ismert foszforilacids szignalt indit el. In vitro
foszforilacids kisérletek alapjan feltételezik, hogy a BRI1 kbézvetlen szubsztratja egy
transztiretrin-szer (TTL) fehérje, vagy/és egy TGFR-RECEPTOR-INTERACTING
PROTEIN 1 (TRIP1) homolog lehet (Nam és Li JM, 2004; Ehsan és mtsai, 2005). A
foszforilacios lanc végil a BR szabalyozds kozponti elemének tekintett BIN2
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2) kinaz inaktivalasahoz vezet. A BIN2 az
allatvilagbol ismert GSK3/SHAGGY-tipusu kindzok kérébe sorolhaté (Choe és mtsai,
2002; Li JM és Nam, 2002). Aktiv allapotaban foszforildlja, és ezaltal destabilizalja a
BR hatast a génexpresszio szintjén kdzvetitd BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT 1)
és BES1 (BRI1 EMS SUPPRESSOR 1) transzkripciés faktorokat. A BR szignal a BIN2
kinazt inaktivalja, igy a BZR1 és BESL1 felhalmozddhat, és a sejtmagba jutva biztositani
tudja a hormonhatas megnyilvanulasahoz sziikséges transzkripcios szabalyozé hatast
(Zhao és mtsai, 2002).

A szerkezetileg hasonl6, de funkciéjukban legalabb részben ellentétes hatasu
BZR1 és BES1 egy 6nallé transzkripcios faktor csaladba tartoznak (Li L és Deng,
2005). Mig a BR-szabalyozott promdterek CANNTG szekvencia-motivumaihoz két6dé
BES1 féként pozitiv regulatorként funkciondl (Yin és mtsai, 2005), a CGTG(T/C)G BR-
reszponz elemhez (BRRE) kapcsolodé BZR1 inkdbb a hormonhatas negativ
szabalyozoja (He és mtsai, 2002 és 2005). E két transzkripcios elem mikodésének
részletei még tisztdzasra varnak. Nem vilagos példaul, hogy a szerkezetileg nagyon
hasonld, aminosav-szekvenciajukban 88% homoldgiat mutatd proteineket kété DNS
motivumok miként lehetnek ennyire kiilonb6zéek. A BES1 esetében leirtak, hogy DNS
kotését Myc-szerli bHLH transzkripcios faktorok (BIM) segitik (Yin és mtsai, 2005).
Ennek alapjan feltételezhet6, hogy in vivo a BZR1 is valamilyen fehérjekomplex
formajaban funkcional (Li JM és Jin, 2007). A citoplazmatikus és nuklearis
lokalizaltsdgl BZR1 hatékonysagat BR-fliggé aktiv magi transzportja is meghatarozza
(Ryu és mtsai, 2007), amiben fontos szerep jut a foszforilalt BZR1-et regeneralé BSU1
foszfataznak (Mora-Garcia é€s mtsai, 2004). Bar a BES1 sejtmagi import altali
szabdalyozasat nem vizsgaltak, varhatd, hogy ennek esetében is hasonlé kontroll

mechanizmus mikddik.
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2.1.5. BR-ok gyakorlati jelentésége

A BR-ok mez8gazdasagi célu felhasznalasa ndvekedés-serkent6 és széles
spektruml sztressz-protektiv. hatasuk miatt is igéretesnek tlnt. Laboratériumi
kiséretekben szamos haszonnévény mutatott kedvezébb ndvekedési, terméskotési és
rezisztencia tulajdonsagokat felszini BR kezelés hatasara (Mandava, 1988). Bar az
Egyesiilt Alamokban, Kanadaban, Japanban és Kinaban komoly eréfeszitéseket tettek
a mezbgazdasagi felhasznalhatésag korilményeinek megteremtésére, ennek
mindmaig legkomolyabb akadalya a bioaktiv BR formak viszonylag rovid életideje az
alkalmazas korlilményei kozott. Ennek a technikai akadalynak a lekiizdésére olyan BL
alapvazu szintetikus szarmazékokat fejlesztettek ki, amelyek nagyobb stabilitdsat a
szteroid A gylr( és az oldallanc (1. abra) hidroxilalt pozicidinak acilaciés, vagy
epoxidaciés védelmével biztositottdk (Kamuro és Takatsuto, 1999). llyen BR formak
szabadfoldi kiprébalasa Japanban, Kinaban és a Belorusz Koéztarsasagban folyik
(Khripach és mtsai, 2003).

A felszini alkalmazasnal hatékonyabbak lehetnek azok a transzgenikus
eljarasok, amelyekkel a haszonntévények endogén BR tartalma, vagy a hormonnal
szembeni érzékenysége valtoztathaté meg, lehetéség szerint szerv-, szévet-, vagy
stadium-specifikus moédon. Az ilyen eljarasok alkalmazhatésagat Arabidopsisban
egyértelmien igazolni lehetett (Choe és mtsai, 2001; Savaldi-Goldstein és mitsai,
2007), de a transzgenikus novényekkel kapcsolatos szabalyozasok miatt
biotechnolégiai hasznositasuk kilatdsai bizonytalanok. Eletképes megkozelitést
kinalhat viszont az a célzott lokalis genomi 1éziok létrehozasan alapulé mutansizolalasi
eljaras (TILLING), amelynek segitségével ismert funkcioji gének hatékonyan
inaktivalhatok. Mar csak azért is, mert a gibberellinekhez hasonléan, ahol az an. zéld
forradalomhoz vezeté nagy hozamu és ellenallé gabonafajtak csékkent hormonhatast
eredményez6 mutansoknak bizonyultak (Peng és mtsai, 1999; Silverstone és Sun,
2000), jelenleg a BR-ok esetében is a hormonhianyos, ill. inszenzitiv mutansok
hasznosithatésaga latszik nyilvanvalébbnak. Bar Arabidopsisban fokozott BR
bioszintézis mellett fokozott vegetativ ndvekedést és nagyobb maghozamot is
megfigyeltek (Choe és mtsai, 2001), gazdasagi vonatkozasaban ennél
meggy6zébbnek igérkezik, hogy tobb nagy ellenalloképességll termesztett fajtardl
derilt ki, hogy BR-deficienciat, vagy -inszenzitivitdst okoz6 természetes mutaciot
hordoz (Bishop és mtsai, 1996; Fukuta és mtsai, 2004; Saisho és mtsai, 2004). Példaul
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egy fontos BR-bioszintetikus gén inaktivalasaval létrehozott hormonhianyos rizs
mutéans felallé révidebb levelei miatt a termesztésben a kiindulasi fajtanal lényegesen
ellendllobbnak és nagyobb hozamudnak bizonyult, jelezve, hogy BR mutansok is

csatlakozhatnak a zdld forradalomhoz (Sakamoto és mtsai, 2006).

2.2. A BR-ok bioszintézise

A novényekben el6forduld szamos BR forma megismerése j6 alapot biztositott
az ezek szintéziséért felelés anyagcsereutak felderitésének megkezdéséhez.
Kezdetben ezen vizsgalatok soran a bioszintézis feltételezett intermediereinek
szintetikus, deutériummal jel6lt formainak in vivo atalakulasait kévették a konverzios
termékek gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias (GC-MS) analizisével. E
munka soran kisérleti objektumként els6sorban a viszonylag magas endogén BR-
szinttel rendelkezé Catharanthus roseus sejtszuszpenzids kultdrait hasznéltdk. A
konverzids kisérletek révén ismertté valtak a bioszintézis legfontosabb intermedierei,
és nagy vonalakban a kialakitasukért felel6s biokémiai Iépések sorrendje is. Ahhoz
viszont, hogy a bioszintézisben résztvevd enzimek, és ezek szabéalyozasa is ismertté
valhasson, sziikség volt az egyes atalakulasi |épésekben sériilt BR-deficiens mutansok

azonositasara (Altmann, 1999).

2.2.1. A bioszintézisut Iépései

A BR-0k bioszintézise a novények sejtmembranjaiban nagy mennyiségben
el6forduld fitoszterolokbdl kiindulva szamos, f6ként oxidativ Iépésen at jut el a
végtermék BL-ig. A Catharanthus kultirakon és mas kétszikli csiranévényeken
izotéppal jeldlt szubsztratokkal végzett konverziés kisérletek eredményeként
meghatarozhatdak voltak a C,g vazu kampeszteroltél indulé 6 szintézisut legfontosabb
intermedierei (Suzuki H és mtsai, 1994 és 1995). A metabolikus termékek tovabbi
vizsgdalata alapjan Choi és mtsai (1997) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a BR
bioszintézis folyamata a kezdeti lépéseket kdvetben két parhuzamosan haladé agra
valik szét, amelyek csak a végs6 oxidacids reakcidoknal egyestlnek ujra. A korai és
késbi C-6 oxidacios utaknak elnevezett reakcidlancokra épuilé modellnek meghatarozé
szerepe volt a BR bioszintézisrél alkotott elméletek kialakitasaban, annak ellenére,
hogy a korai oxidaciés reakcid minden ndvényben alarendelt jelentéségl, és egyes

névényfajokban ennek termékei nem is mutathatok ki (Nomura és mtsai, 2001). A
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kés6bb megismert korai C-22 hidroxilaciés mellékittal (Fujioka és mtsai, 2002)
kiegészitett anyagcsere séma (3. abra) a legutobbi idékig BR bioszintézis altalanosan
elfogadott modelljének volt tekintheté (Fujioka és Yokota, 2003; Bishop, 2007)
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3. dbra: A BR hioszintézis metabolit-konverzids adatokbdl levezetett reakciéutjai

A vazlat az élettani szempontbdl legfontosabb Cog tipusi BR-0k szintézisének [épéseit
mutatja be a membranalkot6 kampeszteroltdl (CR) a végtermék brasszinolidig (BL)
Suzuki H és mtsai (1994 és 1995); Choi és mtsai (1997), valamint Fujioka és mtsai
(2002) munkai alapjan. A séman szerepld intermedierek: 22-hidroxikampeszterol (22-
OHCR), ergoszt-4-en-3-on (4-en-3-on), 22-hidroxiergoszt-4-en-3-on (22-OH-4-en-3-
on), ergoszt-3-on (3-on), 22-hidroxiergoszt-3-on (22-OH-3-on), kampesztanol (CN), 6-
oxokampesztanol (6-0xoCN), 6-dezoxokataszteron (6dCT), kataszteron (CT), 6-
dezoxoteaszteron (6dTE), teaszteron (TE), 3-dehidro-6-dezoxoteaszteron (6dDT), 3-
dehidroteaszteron  (DT), 6-dezoxotifaszterol (6dTY), tifaszterol (TY), 6-
dezoxokasztaszteron (6dCS), kasztaszteron (CS).
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Az intermedier-konverzids  vizsgalatok alapjan  tisztdzédott, hogy
magasabbrendl ndvényekben a szteroid hormon alapvetéen egységes metabolikus
folyamatok révén termelédik (Nomura és mtsai, 2001). A BR szintézis
intermediereinek, tovabba ezek képzddési sorrendjének megismerése jelentsen
hozzajarult a molekularis genetika modszereivel azonositott bioszintetikus gének, ill.
termékeik funkcidinak pontos meghatarozasahoz. Az ennek eredményeként megismert
enzimoldgiai tulajdonsagok révén pedig sokkal pontosabb képet lehetett alkotni a BR
bioszintézis lehetséges Utjairdl, valamint ezek egymashoz viszonyitott élettani

jelentéségérdl (Bishop, 2007).

2.2.2. A BR bioszintézis enzimei

A BR bioszintézis enzimeinek azonositasa jorészt azoknak a hatékony
genetikai moédszereknek volt kdszdnhetd, melyek lehetévé tették BR-hidnyos mutansok
izoldlasat és karakterizaldsat. Az Arabidopsis modellnévényben létrehozott
mutansgyljtemények vizsgalata sordn hamar az érdeklédés kdzéppontjaba kerultek a
torpe fenotipust eredményezd mutaciok, melyek gyakran bizonyultak defektivnek a
novekedést serkentd hormonok (pl. gibberellinek) szintézisében (Feldmann, 1991). A
kiils6 BR kezeléssel menekithetd fenotipusi térpe vonalak koézil keriltek ki az
els6ként jellemzett BR hianymutansok (Li JM és mtsai, 1996; sajat munkank), melyeket
rovidesen tovabbiak megismerése kovetett. A teljes Arabidopsis genom
szekvencigjanak meghatarozasat kovetben lehet8ség nyilt a bioszintézis mar ismert
résztvevliével kdzeli rokon gének azonositasara, és ezek tébbsége esetében a BR
szintézisben jatszott szerepik kimutatasara (Shimada és mtsai, 2001; Kim GT és
mtsai, 2005). Mara az Arabidopsis BR-bioszintetikus génjeinek tdlnyomao része ismertté
Véalt. Ezek a szteroid-5a-reduktaz funkcioju DE-ETIOLATED 2 (DET2) génjétél (Li JM
és mtsai, 1996) eltekintve valamennyien citokrom P450 monooxigenazokat koédolnak.
Bar a bioszintetikus enzimek génjei koziil sokat tobb névényfajban is azonositottak (1.
tablazat), ezek koziil az alabbiakban féként az Arabidopsisban el6forduld, a jelen
disszeracié anyagahoz kozvetlenil kapcsolédo képviselbiket (4. abra) szeretném

réviden ismertetni.
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1. tAblazat: Azonositott BR-bioszintetikus gének

gén kodolt enzim funkciéja novényfaj hivatkozas
DET2 5a-reduktaz Arabidopsis thaliana Li JM és mtsai, 1996
Noguchi és mtsai, 1999b
LK 5a-reduktaz Pisum sativum Nomura és mtsai, 2004
SIDET2 5a-reduktaz Solanum lycopersicum  Rosati és mtsai, 2005
GhDET2 5a-reduktaz Gossipium hirsutum Luo és mtsai, 2007
PnDET2 5a-reduktaz Pharbitis nil Suzuki Y és mtsai, 2003
SAX1 ? C-3 oxidaz Arabidopsis thaliana Ephritikhine és mtsai, 1999
CYP85A1 C-6 oxidaz Arabidopsis thaliana Shimada és mtsai, 2001
Dwarf/CYP85A1 C-6 oxidaz Solanum lycopersicum  Bishop és mtsai, 1999
Brd1/CYP85A1 C-6 oxidaz Oryza sativa Hong és mtsai, 2002
Mori és mtsai, 2002

CYP85A1 C-6 oxidaz Pisum sativum Jager és mtsai, 2007
CYP85A2 C-6 oxidaz, Arabidopsis thaliana Shimada és mtsai, 2003

BL-szintaz Nomura és mtsai, 2005
CYP85A3 C-6 oxidaz, BL-szintaz Solanum lycopersicum Nomura és mtsai, 2005
CYP85A6 C-6 oxidaz Pisum sativum Jager és mtsai, 2007
CPD/CYP90A1 ? C-23 hidroxilaz Arabidopsis thaliana sajat adataink

C-3 oxidaz Ohnishi és mtsai, 2007
Dpy/? CYP90A1 ? C-23 hidroxilaz Solanum lycopersicum  Koka és mtsai, 2000
Cos10/?CYP90A1 ? C-23 hidroxilaz Vigna radiata Yang MT és mtsai, 2005
OsCPD1/CYP90A3 ? C-23 hidroxilaz Oryza sativa Sakamoto és Matsuoka, 2006
OsCPD2/CYP90A4 ? C-23 hidroxilaz Oryza sativa Sakamoto és Matsuoka, 2006
DWF4/CYP90B1 C-22 hidroxilaz Arabidopsis thaliana Choe és mtsai, 1998
OsDwf4/CYP90B1 C-22 hidroxilaz Oryza sativa Sakamoto és mtsai, 2006
ZmDwf4/CYP90B1 C-22 hidroxilaz Zea mays Liu és mtsai, 2007
CYP90B3 C-22 hidroxilaz Solanum lycopersicum  Ohnishi és mtsai, 2006a
ROT3/CYP90C1 C-23 hidroxilaz Arabidopsis thaliana sajat adataink
CYP90D1 C-23 hidroxilaz Arabidopsis thaliana sajat adataink
D2/CYP90D2 ? C-3 oxidaz Oryza sativa Hong és mtsai, 2003
CYP90D3 ? C-3 oxidaz Oryza sativa Hong és mtsai, 2003
DDWF1/CYP92A6 ? C-2 hidroxilaz Pisum sativum Kang és mtsai, 2001
D11/CYP724B1 C-22 hidroxilaz Oryza sativa Sakamoto és mtsai, 2006
CYP724B2 C-22 hidroxilaz Solanum lycopersicum  Ohnishi és mtsai, 2006a
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2.2.2.1. Citokrom P450 monooxigenazok

A citokrom P450 monooxigendzok (réviden: P450-ek) igen &si tipusu hem
proteinek, amelyek valamennyi prokariota és eukariota szervezetben el6fordulnak, és
jellemzéen foéként hidrofob karakter(i szubsztratok oxidativ szubsztitucids reakcioit
katalizéljak molekularis oxigén felhasznélasaval. Az enzimcsoport elnevezése
tagjainak a hem redukalt allapotaban mérhet6 jellegzetes, 450 nm-es abszorpcios
maximumaboél ered. Az eukariota (de nem organellaris) P450-ek a sejtek
endoplazmatikus retikulumaban lokalizalt membranproteinek. Enzimatikus reakciojukat
kdvetben oxidativ regeneracidjukat a veluk strukturdlis komplexet képez6 NADPH-
fliggé P450 reduktazok biztositjak (Nebert és mtsai, 1991). Mivel a P450-ek egy része
igen széles szubsztrat-spektrummal rendelkezik, csoportositasuk alapjaul a szokasos
enzimkatalégus (EC) besorolas helyett az egyes enzimeket aminosav-szekvencigjuk
alapjan, a 40%-nal nagyobb azonossagot mutat6 tagokbdl allé, sorszamozott CYP
csaladokba osztottdk be. A ndvényvilagban kulonésen nagy formagazdagsagban
el6forduld P450-ek kozll az Arabidopsis genomban 47 csalad tagjait kddold tébb mint
270 gént azonositottak (Nelson és mtsai, 2004; Schuler és mtsai, 2006). Ezek jorészt
masodlagos anyagcsere-folyamatokban vesznek részt, alapvet6 szerepet betdltve
példaul a fenilpropanoid anyagcserében. Emellett fontos feladatuk van az alkaloidok,
terpének és egyes fitohormonok (gibberellinek, BR-ok, auxinok és jazmonsav)
bioszintézisében is (Chapple, 1998).

A citokrom P450-ek nomenklatiraja szerint a CYP el6tag utan a csaladot
azonositd szamot, majd az alcsaladot definialé betljelet kdvetd szam egy konkrét
P450, vagy az azt kédolé gén megjeldlésére szolgal (Nebert és mtsai, 1991). A BR
bioszintézissel kapcsolatos szakirodalomban ez a konvencié nem mindig érvényesiilt
kovetkezetesen, és az elnevezések végén allé6 szamokat a konkrét P450 azonositasa
helyett gyakran egy mar jellemzett enzimmel fennall6 hasonldsag jelzésére hasznaltak.
Ennek kovetkeztében fordulhat el6 példaul, hogy az eredeti k6zZlemény (Shimada és
mtsai, 2001) alapjan a CYP85A1 nevet az elséként leirt paradicsom Dwarf (Bishop és
mtsai, 1996) mellett egy késébb ugyanigy elnevezett Arabidopsis enzimre is
hasznaljak.

Az alabb ismertetendb, a BR bioszintézisben meghatarozé szerepl és
altalanosan eléforduld P450 tipusu enzimek valamennyien az egymassal kozeli

rokonsagot mutaté CYP90 és CYP85 csaladokba tartoznak. Ezekkel ellentétben a csak
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egy-egy novényfajbél ismert CYP92, CYP724 és CYP734 tipusu enzimeknek a BR
bioszintézisben jatszott szerepe vagy marginalis, vagy nem kelléen alatdmasztott
(Nomura és Bishop, 2006).
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4. abra: Az Arabidopsis BR-bioszintetikus enzimei altal katalizalt reakcidk

A szintézis egyes konverzids Iépéseit katalizalo, vastagbetliis szimbdélumokkal jelolt
enzimek Fujioka és Yokota, 2003; Ohnishi és mtsai, 2007, valamint sajat munkank
alapjan. A még azonositatlan enzimeket, vagy nem egyértelm( katalitikus funkcidkat
kérdgjelek jelzik. Az egyes BR formak roviditett nevei azonosak a 3. abran
szereplbkkel.

CPD/CYP90A1

A CPD (CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS AND DWARFISM) -
enzimoldgiai elnevezéssel CYP90ALl - génjét a T-DNS inszercioval |étrehozott cpd
mutans segitségével lehetett azonositani (sajat adataink). A BR-hianyos, torpe

habitust és konstitutiv fotomorfogenikus tulajdonsagokat mutaté cpd fenotipusa BR
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kezeléssel a vad tipuséhoz hasonléva Aallithatd helyre. A BR bioszintézis
intermediereivel végzett menekitési kisérletek a CPD-nek a szteroid oldallanc C-23-as
helyzetl hidroxilacidjaban beto6ltott szerepére utaltak, de UGjabb in vitro vizsgélatok
alapjan feltételezheté, hogy kozvetlenlil a C-3 helyzetli hidroxil ketocsoportta valo

oxidaciojat katalizalja (sajat adataink; Ohnishi és mtsai, 2007).

DWF4/CYP90B1

A dwf4 (dwarf 4) szintén T-DNS inszerciéval |étrehozott BR-hianyos mutans,
amely a cpd-hez rendkivil hasonlé fenotipikus jegyeket mutat (Azpiroz és mtsai, 1998).
Az inszercié segitségével azonositott DWF4 gén a CPD/CYP90A1-gyel nagyfoku
aminosav-sorrend egyezést mutat6 CYP90B1 enzimet kédolja. BR intermedierekkel
végzett fenotipus menekitési kisérletek és in vivo metabolit-konverziés adatok alapjan
ismert, hogy ez a P450 a szteroid oldallanc C-22 helyzetl hidroxilaciéjat végzi (Choe
és mtsai, 1998; Fujioka és mtsai, 2002). In vitro enzimoldgiai vizsgalatok alapjan a
DWF4 lehetséges szubszrtatjai kozil (4. abra) a kampeszterol 22-hidroxilaciéjat
preferaltan katalizalja, ami a korai C-22-hdroxilacids anyagcsereut (3. abra) kiemelt

szerepére utal (Fujita és mtsai, 2006).

ROT3/CYP90C1 és CYP90D1

A CYP90A1l és CYP90B1 hianymutansaival ellentétben ezen két enzim
valamelyikére nézve deficiens vonalak nem fordultak el a nagy szamban izolalt
Arabidopsis torpe mutansok kozoétt (Feldmann, 1991). A CYP90C1 génben sérllt
rotundifolia 3 (rot3) mutans igen enyhe levél fenotipust mutat, amit eredetileg csak a
levélsejtek hosszanti megnyulasanak zavaraval hoztak Osszefiiggésbe (Kim GT és
mtsai, 1998). A ROT3/CYP90C1 és CYP90D1 esetleges szerepe a BR bioszintézisben
a CYP90 csaladba valo tartozasuk alapjan vetddétt fel, majd ezt megerdsitették azok
az adatok, melyek szerint a BL mint végtermék valamennyi CYP90 gén kifejez6dését
azonos moédon gatolja (sajat adataink). A rot3 és cyp90dl vonalak vizsgalata soran
kideriilt, hogy bar ezek kulén-kilén igen gyenge fenotipustak, a cyp90clcyp90dl
dupla mutacié BR-deficiens torpe ndvényeket eredményezett (Kim GT és mtsai, 2005).
Bar a genetikai adatok azonos funkciéju gének mutacidjara utaltak, a mutans vonalak
BR tartalmanak analizise alapjan a CYP90C1-et C-2 hidroxilazként, a CYP90D1-et
pedig egy ennél korabbi, feltételezetten C-3 izomerizacidos reakciot katalizalo
enzimként azonositottak (Kim GT és mtsai, 2005). Heterolég rendszerben kifejeztetett

CYP90C1 és CYP90D1 enzimoldgiai vizsgalataval késébb tisztazni lehetett, hogy ezek
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valéjaban redundans szerepl, a szteroid oldallanc C-23 pozici6janak hidroxil4cidjat

végz6 P450-ek (sajat adataink).

CYP85A1 és CYP85A

Arabidopsisban a BR bioszintézis mutansait altaldban a nagy szamban izolalt
torpe vonalak korébdl azonositottak. A CYP85A1 és CYP85A2 géneket érintd ilyen
mutansok ugyanakkor nem alltak rendelkezésre, ezért ezeket a paradicsom
Dwarf/CYP85A1 génnel (Bishop és mtsai, 1996) mutatott szekvencia homolégia
alapjan ismerték fel. A paradicsom CYP85A1 szerepének in vivo (Bishop és mtsai,
1996) és in vitro (Bishop és mtsai, 1999) vizsgalata tisztazta, hogy az enzim a mar
bioldgiailag aktiv kasztaszteront létrehoz6 C-6 oxidaciés lépést katalizalja. Az
Arabidopsis CYP85 génjei altal kédolt, egymassal 82%-0s aminosav-szekvencia
egyezést mutaté P450-ek alapvetéen redundans funkcidjara utalt, hogy a jellegzetes
BR-hianyos torpe fenotipust csak a cyp85alcyp85a2 kettds mutans mutatta, mig az
egyszeres mutansok nem, vagy alig voltak megkllonboztetheték a vad tipusu
noévényektdl (Kwon és mtsai, 2005; Nomura és mtsai, 2005).

A C-6 oxidazok részletesebb funkciondlis vizsgalata feltarta, hogy a nagyfoku
aminosav-sorrend azonossag ellenére a két Arabidopsis enzim szerepe részben
kilonb6z6. Mig a CYP85A1 reakcijdnak a kasztaszteron a végterméke, addig a
CYP85A2 ezen tul BL-szintaz aktivitassal is rendelkezik, amely egy Baeyer-Villiger-
tipusu laktamizaciés reakcioval kasztaszteronbél BL-ot tud létrehozni (Kim GT és
mtsai, 2005; Nomura és mtsai, 2005). Ezzel egyidejlleg valt ismertté a C-6 oxiddzok
hasonlé funkcionalis diverzifikacidja paradicsomban is, ahol a CYP85A1 a vegetativ
szervek kasztaszteron szintézisét végzi, mig a termésspecifikus, BL-szintaz aktivitassal
is rendelkez6 CYP85A3 a csak a bogyoban eléforduld BL képzddéseéért felels

(Nomura és mtsai, 2005).

2.2.2.2. A BR bioszintézis enzimeinek katalitikus tulajdonsagai

A CYP85 és CYP90 csaladokba tartozé egyes, heterolog rendszerben
kifejeztetett enzimek biokémiai vizsgalata (Bishop és mtsai, 1999; Shimada és mtsai,
2001; Fujita és mtsai, 2006; Ohnishi és mtsai, 2006a és 2007), valamint els6sorban az
Arabidopsis és paradicsom endogén BR intermediereinek analizise (Bishop és mtsai,
1999; Fujioka és mtsai, 2002) azt mutatta, hogy ezen P450-ek rendszerint tobbféle,

szerkezetileg hasonl6 molekulat is elfogadnak szubsztratként. Ennek alapjan
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nyilvanvaléva valt, hogy a névényben a bioldgiailag aktiv BR-ok nem egyetlen uton,
hanem hal6zatszerli reakcidk sorozatdnak eredményeként jonnek létre. Néhany
enzimnél pontosan meghataroztak a lehetséges szubsztratok affinitasi értékeit, és ezek
esetenként nagy, akar két nagysagrendnyi kilonbséget is mutattak (Fujita és mtsai,
2006; sajat adataink; Ohnishi és mtsai, 2007). A megismert konverzids sebességi
adatok alapjan valoszinisitheté a BR bioszintézisnek az a leghatékonyabb utja, amely
optimalis enzim- és szubszratellatottsag mellett meghatarozé lehet a névények
sejtjeiben. Ugyanakkor ismert, hogy mind a bioszintézis génjeinek kifejezédése, mind a
BR intermedierek spektruma Osszetett egyedfejlédési és szervspecifikus szabalyozas
alatt all (Fujioka és Yokota, 2003), ami az egyes reakcidutak fontossaganak lényeges
atrendezd6dését eredményezheti. Feltételezhetd tehat, hogy ezen tényezb6k
fliggvényében a CYP85 és CYP90 enzimek relaxdlt szubsztrat-specificitasa fontos

szerepet jatszhat a BR szintézis hatékonysaganak pontos beallitasaban.

2.2.2.3. A bioszintézis sebesség-meghatarozé Iépései

A fiziolégias hormonszint homeosztazisanak fenntartasaban fontos szerepe van
a bioszintetikus és inaktivaciés folyamatok Osszehangolt szabalyozasanak. A
bioszintézis hatékonysagat a sebesség-meghatarozé Iépéseket katalizalé enzimek
kontrollaljak. Ezen enzimek azonositasa céljab6l Nomura és mtsai (2001) részletesen
Osszehasonlitottdk az egyes BR intermedierek felhalmoz6dasat Arabidopsisban,
borséban és paradicsomban. Vizsgalataik sordn azt tapasztaltak, hogy ezekben a
névényfajokban a CYP90A, CYP90B és CYP85A alcsaladokba tartoz6 enzimek
szubsztrtjai a tobbi intermedier mennyiségéhez viszonyitva jelent6sen
felhalmozédnak. Ez azt mutatja, hogy az ilyen tipusd enzimek: C-23 és C-22
hiroxildzok, valamint C-6 oxidazok kifejez6dése és aktualis aktivitisa meghatarozé
lehet a BR bioszintézis lokalis szabalyozasaban (Nomura és mtsai, 2001). Bar minden
esetben csupan egy sebesség-meghatarozé reakcid atereszt6képességétdl figg a
szintézis hatékonysaga, az anyagcserelt hal6zatos voltabdl és a bioszintetikus gének
differencialt expresszidjabol adédoan az egyes szervekben vagy fejlédési
szakaszokban az emlitett harom enzim barmelyike altal katalizalt konverzids Iépés
limitdléva valhat. A BR intermedier poolok 6sszehasonlitasa fontos adatokkal szolgalt
az anyagcserelt szabalyozasanak megismeréséhez, és megmutatta, hogy ezek a
regulaciés folyamatok igen hasonléak mindharom vizsgalt keétszikii faj esetében

(Nomura és mtsai, 2001).
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2.3. Az endogén BR-szint regulacidja

A kornyezeti hatasok nagymértékben befolyasoljak a névények életfolyamatait.
A kornyezeti ingerek érzékelése az egyes sejtekben lezajlo folyamat, ugyanakkor
élettani szempontbdl igen fontos a valaszreakciéknak a szévetek és szervek szintjén
torténd 6sszehangolasa, amelyben a fitohormonoknak van kulcsfontossagu szerepe. A
hormonvalasz kialakulasaban fontos tényez6 egy adott hormon lokalis koncentracioja,
mely az aktualis hormonérzékenységgel egyiltt a biolégiai valasz mértékének
meghatarozéja. Egy adott helyen és idében a hormon felhalmozédasa fligg a de novo
hormonszintézistdl, a jelenlevd hormon reverzibilis vagy végleges inaktivaciojatol,

valamint a szervezetben lejatsz6do transzportfolyamatoktol.

2.3.1. Transzport és inaktivacié

Szamos kisérleti adat bizonyitja, hogy a BR-ok transzportja a névényen beliil
elhanyagolhat6. Erre utal, hogy a paradicsom transzpozonos mutagenezisével
létrehozott dwarf mutans levelének revertans mozaikfoltjai nem befolyasoljak a BR-
deficiens szegmensek zsugorodott fenotipusat (Bishop és mitsai, 1996), és hogy
borsén és paradicsomon végzett oltasi kisérletekben a vad tipusi rész sem alanyként,
sem oltévesszéként nem képes a hormonhianyos rész fenotipusanak helyreallitasara
(Symons és Reid, 2004; sajat adataink). Az Arabidopsis cpd mutansanak
szovetspecifikus komplementalhatésaga azt mutatja, hogy a BR-ok diffuzigja a levél
kiilbnb6z6 tipusu sejtrétegei kozott is igen korlatozott (Savaldi-Goldstein és mtsai,
2007). Ezen eredmények alapjan a BR-ok hatdsa a szintézisik helyéhez kozel,
autokrin/parakrin médon érvényesiil.

Az utdbbi évek soran Arabidopsisban tébb olyan enzimet is azonositottak,
melyek a bioaktiv BR-ok inaktivalasaért felelések. Ezen reakcidok egy részét a BR-
bioszintetikus génekkel kbzelebbi rokonsagot nem mutato citokrom P450-ek végzik. A
PHYB4 ACTIVATION-TAGGED SUPRESSOR 1 (BAS1) gén altal kédolt CYP734A1
(korabban CYP72B1; Turk és mtsai, 2003) és a CHIBI 2 (CHI2) altal kédolt CYP72C1
(Nakamura M és mtsai, 2005) rendkivil alacsony szinten expresszalddik.
Kifejez6déslik magas BL-szint mellett, vagy erés fény hatasara indukalhato, de a
kivalté inger megsziinését kévetden gyorsan visszadll az alapszintre. Ez azt jelzi, hogy

e két enzimnek fontos szerepe van a hormon homeosztazis fenntartasaban (Turk és
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mtsai, 2003 és 2005). A CYP72C1 altal katalizalt reakcid jelenleg még tisztazatlan, de
a CYP734A1 esetében ismert, hogy a bioaktiv BR-ok (BL és kasztaszteron)
irreverzibilis inaktivaciojat okoz6 C-26 helyzetl hidroxilaciét katalizalja (Turk és mtsai,
2005). Ugyanezt az inaktivaciés reakcidt lehetett kimutatni a paradicsom azonos P450
csaladba tartozé CYP734A7 enzimének esetében is (Ohnishi és mtsai, 2006b).

A bioldgiailag aktiv BR formak inaktivalasaban résztvevé enzimek mellett
repcébdl és Arabidopsisbdl olyan szulfotranszferaz és glikoziltranszferaz enzimeket is
leirtak, amelyek in vitro reakcidbban a BR bioszintézis szamos intermedierét képesek
szulfonalni, ill. glikozilalni (Rouleau és mtsai, 1999; Poppenberger és mtsai, 2005). Bar
ezeknek a reakcioknak az élettani szerepe ismeretlen, a glikozilaciorél feltételezik,
hogy egyes prekurzorok reverzibilis konjugécidjaval kivonja azokat a bioszintézisbél. A
konjugalt formak mennyiségi vizsgalatai arra utalnak, hogy a reverzibilis inaktivacids
folyamatok a korai BR intermediereket és az aktiv szarmazékokat egyarant érinthetik
(6sszefoglalasul: Szekeres és Bishop, 2006). Jelenlegi ismereteink szerint a BR
inaktivaciéért felelés enzimek feladata elsésorban a hormon homeosztazis biztositasa.
Ez torténhet a folosleges aktiv formak irreverzibilis atalakitasaval és ezt koévetd
lebontasaval (Adam és mtsai, 1996; Turk és mtsai, 2005), vagy - els6sorban a BR
felhalmozast igényl6 reproduktiv képletekben - a bioszintetikus intermedierek/termékek
atmeneti konjugéacidjaval (Asakawa és mtsai, 1996; Nomura és mtsai, 2007).

A rendelkezésre all6 adatok alapjan az aktiv BR formdak inaktivaciojaban
résztvevé enzimek fiziolégias korilmények kozott csak rendkivil alacsony szinten
fejez6dnek ki, és a szteroid hormon ndévényen belili eloszlasat érdemben transzport
folyamatok sem befolyasoljak. Mindez arra utal, hogy BR-ok lokalis felhalmozédasaban

a de novo bioszintézisnek meghatarozé szerepe van.

2.3.2. A bioszintézis génjeinek transzkripcids szabalyozasa

A BR bioszintézis hatékonysaga jelent6s mértékben fiigg a sebesség-
meghatarozé reakcid(ka)t katalizal6 enzim(ek) mennyiségétél. Ezek kifejez6dése
Osszetett transzkripciés szabalyozas alatt all, ami arra utal, hogy termel&désik
alapvetéen ezen a szinten regulalt. Mig a fejlédési stadiumoktdl fliggd és
szervspecifikus kontroll az egyes bioszintetikus gének esetében differencialtan
mikodik, a hormon homeosztazist biztositd szabalyozas a P450 gének aktivitasat
O0sszehangoltan, egységes mechanizmus révén hatarozza meg (Fujioka és Yokota,
2003).
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2.3.2.1. Végtermékgatlas

A BR bioszintézisben résztvevé gének kozil elészér a CPD-rél mutattak ki,
hogy kifejez6dését a szintézisut végtermékének tekintett BL koncentracio-fliggé médon
gatolja. Tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy Arabidopsisban a BR szintézis
valamennyi P450 génjének expresszidja hasonlé végtermékgatlas révén kontrollalt
(sajat adataink; Tanaka és mtsai, 2005). Annak alapjan, hogy ezeknek a géneknek a
BR-fliggé aktivitasa igen széles, 15-20-szoros kilénbségeket mutat6 skalan mozog, de
az egyedfejlédés folyaman valamilyen mértékben végig részlegesen represszalt
allapotban marad, ez a visszacsatolasos szabalyoz6 mechanizmus a bioszintézis
fontos fiziolégias regulatoranak tekintheté. Ez a stringensen mikédé negativ
visszacsatolasos rendszer a BR bioszintézis gének kifejez6désének erfssége és az
aktiv BR-ok szintie kozti szoros kapcsolatot bizonyitja. A bioszintetikus funkcidk
transzkripciés szintl végtermékgatlasa mas ndvényi hormoncsalddok esetében is
ismert, és kilénosen részletesen tanulmanyozott a gibberellin szintézis utolsé két
reakciojat katalizal6 enzimek génjeinek esetében (Yamaguchi és Kamiya, 2000).

He és mtsai (2002 és 2005) kimutattak, hogy a BR bioszintézis génjeinek BL-
fliggé represszidjat a BZR1 transzkripcids faktor biztositja. Ez a protein szamos BR-
regulalt gén kifejez6dését befolyasolja, és feltételezhetben kolcsdnhatd partnereinek
természetétél fiiggben mind pozitiv, mind negativ szabalyoz6 komplexek
kialakitAsaban részt vehet (He és mtsai, 2002). A BZR1 kozvetlenil kapcsolodik a
valamennyi BR bioszintézis gén promoéterében megtaldlhaté hat nukleotidanyi BRRE

elemhez, ami er8s repressziés hatast eredményez (He és mtsai, 2005).

2.3.2.2. Fejlédési stadiumtdl fiiggo szabalyozas

A BR-bioszintetikus gének expresszids vizsgalatai azt is feltartak, hogy ezek
jellegzetes, fejlédési stadiumtdl fiiggé kifejez6dési mintazatot mutatnak. Ez
O0sszhangban van azzal, hogy a BR-oknak fontos szerepilk van az egyes fejl6dési
szakaszok elinditasaban, illetve szabalyozasaban. Arabidopsisban valamennyi BR-
bioszintetikus P450 gén nagymértékben indukalodik a csirazas elsé hetében, majd
kifejez6désiik szintje a masodik hét végére egy viszonylag stabil, a korabbi maximum
10%-a alatti értéken stabilizalddik (sajat adataink). A korai csiranévény szakaszban - a

végtermékgatlashoz hasonléan - valamennyi CYP85 és CYP90 gén nagyjabdl azonos
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moédon szabalyozdédik. Az Arabidopsison, paradicsomon, sz6lén, borséon és uborkan
(Cucumis sativa) végzett vizsgalatok szerint viszont sokkal differencidltabbak azok a
szervspecificitast is tlikroz6 aktivaldodasi mintazatok, amelyek felnétt névényekben a
reproduktiv szervek kialakulasat kisérik (sajat adataink; Nomura és mtsai, 2005;

Symons és mtsai, 2006; Nomura és mtsai, 2007; Fu és mtsai, 2008).

2.3.2.3. Szervspecifikus regulacié

Az Osszehangoltan érvényesild végtermékgatlasos és korai fejlédési
szabdlyozassal ellentétben az egyes BR bioszintézis gének jellegzetes szervspecifikus
kifejez6dési mintazatot mutatnak. Arabidopsisban a potenciélis sebesség-meghatarozé
Iépéseket katalizalé enzimek génjei (CPD, DWF4 és CYP85A2) mar csirandvény
korban els6sorban a hajtascsiucsban és a differencialodé levélkezdeményekben
expresszaldédnak, mig a CYP85A1, CYP90C1 és CYP90D1 transzkriptumok szintje a
gyOkérben a legmagasabb (sajat adataink; Shimada és mtsai, 2003; Kim HB és mtsai,
2006). A génaktivitasok szervspecificitasanak feltehetéen fontos szerepe van a lokalis
BR-szintek bedllitasdban, koncentracio-gradiensek kialakulasaban, és ezaltal - mas
fitohormonok hatasaval 6sszhangban - differenciaciéos folyamatok elinditasaban.
Paradicsomban a reproduktiv szervek kialakuldsa soran a bioaktiv kasztaszteron
szintéziséhez szikséges DWARF/CYP85A1 gén erfs atmeneti aktivalodast mutat
(sajat adatunk), és a mas szervekben nem megnyilvanul6 CYP85A3 is magas szinten
kifejez6dik (Nomura és mtsai, 2005). Hasonléan szembet(ind atmeneti indukciot
figyeltek meg a sz6l6 CYP85 esetében is a bogydérés sordn (Symons és mtsai, 2006),
valamint tébb BR-bioszintetikus gén mikoédésében a borsé és uborka terméseinek
fejlédése folyaman (Nomura és mtsai, 2007; Fu és mtsai, 2008).

2.4. Az élettani funkciék hormonalis szabalyozasa

2.4.1. Reguléacios folyamatok az egyedfejlédés szintjén

Jelenlegi ismereteink alapjan a BR-oknak kiemelt jelentésége van az
egyedfejlédés korai szakaszaban, valamint a reproduktiv szervek kialakitasanak a
stadiumaban. A magvak magas hormontartalma, illetve a csirdzds soran torténd
intenziv. de novo szintézisek fedezik a normalis fotomorfogenezishez,

levélképzddéshez szilkséges hormonmennyiséget. Arabidopsisban az egyedfejlédés
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masodik hetétél jelentés mértékben csdkken a BR bioszintézis génjeinek a
kifejez6dése, és ezzel parhuzamosan a hormontartalom is (sajat adataink). A BR
szintézisben résztvevd (elsésorban CYP85) gének erds indukcidjat, valamint ezzel
parhuzamosan a bioaktiv hormon felhalmozédasat dokumentaltdk a reproduktiv
szervek kialakulasa soran is (sajat adataink; Nomura és mtsai, 2005 és 2007; Symons
és mtsai, 2006). Bar valdészinlleg a nbévények életciklusa soran a
hormonérzékenységben is valtozasok kdvetkeznek be, erre vonatkoz6 adatok egyelbre

nem allnak rendelkezésre.

2.4.2. Napszakos szabalyozas

Helyhez kotott életmodjuk miatt a magasabbrendii névényeknek gyorsan és
hatékonyan kell alkalmazkodniuk a kornyezeti feltételek alakulasahoz. Az egyik
legfontosabb ilyen tényezd a nappalok és éjszakdk 24 o6ras rendszerességi
ismétlédése, amely a fényviszonyok és a hémérséklet jelentés valtozasaival jar. Ez az
életfolyamatok vilagos és sotét szakaszoknak megfeleld atrendezédését igényli, ami a
gének jelentés részének kifejez6dését is érinti. A Shaeffer és mtsai (2001) altal kdzolt
expresszios vizsgalatok adatai szerint az Arabidopsis génjeinek kb. 10%-a napszakos
kifejez6désl, azaz - definiciojuk szerint - transzkriptumaik mennyisége a nap folyaméan
legalabb kétszeres kilonbséget mutat. A gének expresszidjanak napi valtozasaiért
alapvetéen két regulacios rendszer felel6s. Az egyik az un. diurnalis szabdalyozés,
amely kdzvetlenill a kérnyezeti fényviszonyok altal meghatarozott. A masik a szervezet
biologiai 6rajatol fliggd cirkadian (,circa diem”: nagyjabol egynapos) regulécié, amely
valamilyen, nagyjabdl 24 6ras peridodus szerint ismétlédé kdrnyezeti inger - rendszerint
fény - altali beallitasat kdvetéen allandd kémyezeti kérilmények mellett is biztositja a

génkifejez6dés napi periodicitasat (Nozue és Maloof, 2006).

2.4.2.1. A névények hormonalis folyamatainak diurnalis szabalyozasa

A noévények donté tobbsége a fotoszintézis révén termeli meg a szdmara
szlikséges szerves vegylleteket és energiat, ezért fejlédésiikre a fény minden
életszakaszban fontos befolyassal van. Fény szabdlyozza a csirazast és a
csirandvények morfogenezisét, a fototropizmus és arnyékkerilés révén a névekedés
irdnyat, a szintestek és gazcserenyilasok mozgasat, valamint a napi megvilagitottsag

hosszan keresztll a viragzas szezonalis id6zitését (Sullivan és Deng, 2003). A névény
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életfolyamatai kozvetlenil reagalnak a fényintenzitas valtozasaira az Un. akut
fényvalasz atjan. Ez a folyamat igen fontos a biokémiai és élettani funkciok finom
szabdalyozasaban és 6sszehangolasaban. Mindezen tal akut fényreakcié eredménye a
novény cirkadian o6rajanak beallitasa is, ami a fény és sotét szakaszok varhatd
valtozasaira késziti fel szervezetiiket. A kornyezeti fényhatasokat a noévények jol
meghatarozott elnyelési tulajdonsagokkal rendelkezé fotoreceptorok Utjan érzékelik, és
valaszreakcioik az érzékelés soran elindulé jelatviteli lancok hatasan keresztil
alakulnak ki.

A novények a fényt harom hullamhossztartomanyban érzékelik. A 280-320 nm
kdzotti régidba esd UV-B receptora jelenleg ismeretlen, és igen kevés informécio all
rendelkezésre az UV-B hatast kdzvetitd jelatviteli utakrdl is. A 320-400 nm-es
tartomanyl UV-A és a kék fény érzékelésében a kriptokrom, valamint a fototropin
fotoreceptorok vesznek részt. A kriptokrémok flavoproteinek, amelyek a szinte
valamennyi élélénycsoportban megtalalhatd, és az UV altali DNS karosodas javitasat
végz6 fotoliazokkal mutatnak szerkezeti hasonldésagot. Arabidopsisban a CRY1 és
CRY2 gének altal kodolt két kriptokrom forma elsésorban csirandvények fényfliggd
morfogenezisét, a viragzast, valamint a cirkadian éra beallitasat meghatarozo jelatviteli
utak aktivalasaért felelés. Ugyanebbe a hullamhossztartomanyba esé fény
érzékelésére képesek a fototropinok is, amelyeket Arabidopsisban szintén két gén: az
NPH1 és az NPL1 kddol. A fototropinokrol kiindul6 jelatviteli utak a gazcserenyilasok
és kloroplasztiszok fényfliggd mozgasat, valamint a fototropizmust szabalyozzak
(Sullivan és Deng, 2003).

Az Arabidopsis esetében a voros fény érzékelését 6t fitokrom (PHYA, B, C, D
és E) biztositja. Ezek kozll az egymashoz igen hasonlé szerkezetll, és szerepiket
tekintve is atfedd fotoreceptorok kozil emlitésre érdemes a PHYA néhany eltérd
sajatossaga. Ez a fitokrom a tobbitdl eltéréen fényben instabil. Mig sététben csirazo
névényekben az Osszes fitokromok mintegy 85%-at adja, z6ld csirandvényekben
mennyisége csupan 5% (Sharrock és Clack, 2002). Ezen kivil a PHYA-t
megkilénbozteti a tébbi formatdl joval nagyobb fényérzékenysége, tovabba az is, hogy
érzékelési tartomanya részben atfed az UV-A és kék fotoreceptorokéval. A fényben
stabil fitokromok koziil a PHYB a leggyakoribb forma mind sététben, mind vildgosban
csirazé ndvénykékben, ahol eléfordulasi aranya 10, ill. 40% (Sharrock és Clack, 2002).
Funkcio6it tekintve is ez a legjobban jellemzett fitokrom, amely olyan fontos élettani

folyamatok szabalyozasaban vesz részt, mint a csirazas, fényfliggé morfogenezis (Un.
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de-etiolacio), arnyékelkerllés, virdgzas indukcio, valamint a cirkadian 6ra beallitasa
(Sullivan és Deng, 2003).

A fotoreceptorok fény hatasara olyan - rendszerint foszforilaciés |épésekre
épulé - jelatviteli utakat aktivdlnak, amelyek sejtmagi transzkripciés regulatorok
mikodését befolyasolva szabalyozzak a fényregulalt gének kifejez6dését. Szamos
ilyen gén fény altali kontrollja nem fligg a megvilagitas hullamhosszatdl, igy ezeket
tobb fotoreceptor tipus szignalrendszere egylttesen, atfed6 médon szabalyozza. Az
egyes fotoreceptor csaladok, vagy ezeken belll pl. az egyes kriptokrom, ill. fitokrém
formak génexpresszids hatasanak specificitasa jelenleg is a fotobiolégia egyik

intenziven kutatott teriilete (Gyula és mtsai, 2003).

2.4.2.2. Cirkadian regulacio

Az egyes élettani funkcidk intenzitdsanak cirkadian valtakozasa valamennyi
élélénycsoportra jellemz6 jelenség, ami a nappalok és éjszakdk rendszeres
valtakozasahoz val6 alkalmazkodas soran alakult ki. Az ennek szabalyozasaért felelés
cirkadian biologiai 6ra mikodésének elve hasonlé a fotoszintetizald baktériumokban,
gombakban, rovarokban, emlésdkben és ndvenyekben, de e rendszerek molekularis
komponenseinek jelentés kuldnbségei arra utalnak, hogy kialakulasa az egyes
nagyobb élélénycsoportokban jorészt parhuzamos fejlédés eredménye (Young és Kay,
2001). A napszakosan ismétl6dé kérnyezeti - els6sorban fény - jelek &ltal naponta Gjra
beallitott cirkadian 6ranak fontos szerepe van a szervezet felkészitésében a kiilsé
kérulmények varhatd valtozasaira. Allandé kérnyezetben pedig tébb napon &t
biztositani tudja az altala szabélyozott folyamatok - pl. egyes gének kifejez6désének -
kozel 24 6rés ciklikussagat.

Laboratériumi korilmények kdzott a cirkadian 6ra altal szabalyozott gének
mikodését valtozatlan kornyezetben tanulmanyozzak, és kifejez6désiket néhany
jellegzetes paraméterrel jellemzik. Ezek legegyszeriibben egy sematikus expresszios
gorbe (5. abra) segitségével ismertetheték. Periddushossznak az oszcillalé gorbe két
azonos helyzeti (pl. két maximum) pontja kozti, 24 6rahoz kozeli id6ét nevezzik. Az
expresszid a beallitastol eltelt id6 (,zeitgeber” time, ZT) fliggvényében abrazolhato,
aminek kiindulasi pontja (ZT = 0) mindig az utols6 megvilagitasi szakasz kezdete. A
kifejez6dés fazisa a ciklikus jelleggorbe egy jellemzé pontjanak, rendszerint els6
maximumanak helyzete a ZT idéskalan. A jelleggérbe amplituddja pedig a ciklusok

maximum és minimum értékei kdzti ingadozas fele.
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maximum amplitudo periddushossz
| / .

mérhetd értékek

I 1
ZT 24 idd (h)

sotet fény szubjektiv szubjektiv
(éjszaka)(nappal) éjszaka nappal

5. &bra: A cirkadian szabalyozasu folyamatok jellemz6 tulajdonséagai

A cirkadian 6ra altal meghatarozott folyamat egy mérheté paraméterének valtozasa az
id6 fuggvényében. A beallitd sotét, ill. vildgos fényperiodusokat fekete, ill. fehér, a
folyamatos fényben az éjszakaknak megfelelé un. szubjektiv éjszakak idejét szirke
szakaszok jelzik az id6tengelyen. A ZT 0 id8pont az utolsd6 megvilagitds kezdetének
felel meg. A ritmus fazisa a jelleggorbe egy jellemzd pontjanak (altalaban elsé
maximuménak) a ZT 0-t6l mért idébeni tavolsaga orakban kifejezve. A periddushossz a
gorbe két azonos (pl. maximum) pontja kézti idé. A cirkadian ciklus amplitudéja a
minimum és maximum értékek kilénbségének fele.

A cirkadian szabédlyozas tobb élélény csoportban tortént parhuzamos
kialakulasa erésen valdszinilsitette, hogy e mechanizmus szelekcios elényt biztosit az
egyes él6lények szamara (Harmer és mitsai, 2000). El6szor cianobaktériumok
(Cyanophyta) és rovarok esetében bizonyitottak kisérleti adatokkal, hogy a kdrnyezeti
hatasok és a cirkadian regulaci6 kozti 6sszhang hianya jelentésen hatraltatta a vizsgalt
egyedek fejl6dését, vagy csokkentette életképességiiket (Ouyang és mtsai, 1998;
Klarsfeld és Rouyer, 1998; Saunders, 1972). N6vények esetében mar régéta ismert
volt, hogy allandé fényben nevelt paradicsom egyedek rosszul fejl6édnek és kevés
termést hoznak (Highkin és Hanson, 1954). Ujabban a cirkadian éra miikédésében
sérllt mutans Arabidopsis csirandvényeken végzett vizsgalatokkal meggy6zéen
bizonyithatd volt, hogy a kornyezeti hatasok és a belsé ritmus egyezésének hianya
jelentésen hatraltatja az egyedfejlédést, és hogy ez legalabb részben a fotoszintézisen
alapulé metabolikus funkcidk 6sszehangoltsaganak hianyaval magyarazhat6 (Dodd és
mtsai, 2005).

A cirkadian szabalyozas legfontosabb feladata valosziniileg az, hogy az élélény
szamara elbre jelzi a kdrnyezeti tényezdk varhatd valtozasait, lehetévé téve, hogy
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szervezetiik ezekre megfeleléen felkészilhessen. Ezaltal biztosithaté példaul, hogy
egymassal nem 0sszeegyeztetheté biokémiai folyamatok - éjjeli, ill. nappali id6zitéssel
- j6 hatékonysaggal mikoédhessenek egyazon sejtben. Ennek jelentéségét a névények
szamara 0l illusztralja, hogy egy atfogé vizsgdlat soran az Arabidopsis gének 16%-a
bizonyult cirkadian-regulaltnak (Edwards és mtsai, 2006).

A fényhatas a novényi szervek szintjén hormonalis kozvetitéssel érvényesiil,
amelyet gyakran a hormon-bioszintetikus gének expresszidés szabalyozasa determinal.
A hormonszintézis egyes génjeinek fényfliggd regulacioja j6l dokumentalt, pl. az etilén
és a gibberellinek esetében. Ismert, hogy Arabidopsisban és salataban (Lactuca
seriola) a fénynek induktiv hatasa van a gibberellin szintézis kulcsenzimeit kédolo
génekre, elésegitve ezaltal a magok csirazasat (Toyomasu és mtsai, 1998; Yamaguchi
€és mtsai, 1998). A gének egy részénél a fényregulacido egyértelmien a fitokrom
fotoreceptorokhoz volt kdthetd, masok esetében viszont a hulldmhossztdl fiiggetlennek
bizonyult (Toyomasu és mtsai, 1998; Yamaguchi és mtsai, 1998; Ait-Ali és mtsai,
1999). Arabidopsisban az etilén bioszintézis aktivaciojat figyelték meg tavoli vorés
fénykezelést kdvetéen. Kimutattak, hogy ez a hatas hormonalisan is szabalyozott, mert
nem érvényesul etilén-inszenzitiv névényekben, és a gibberellin szintézis specifikus
gatlészereinek jelenlétében sem (Pierik és mtsai, 2004). A BR anyagcsere
fényszabalyozasardl igen kevés adat all rendelkezésre. A BR-bioszintetikus gének
gatlasardl szolé kozlemények (Kang és mtsai 2001; Ma és mtsai, 2001) jo
0sszhangban latszanak lenni a fény megnyulast gatlé hatasaval, de érvényességiiket
er6sen megkérddjelezi, hogy a vizsgalt gének egyikének sincs bizonyithatd szerepe a
BR-ok szintézisében (Fujioka és Yokota, 2003). A hormontartalom, valamint a CYP85
és CYP90 gének kifejez6désének vizsgalata alapjan a fénynek inkabb induktiv hatasa
van a BR-bioszintetikus gének kifejez6désére, és altaldban a bioaktiv BR-ok
felhalmozédasara (Symons és mtsai, 2002; Symons és Reid, 2003; sajat adataink).
Ezzel jol Osszeegyeztethetéen a fény gatolja a BR-ok inaktivaciojaért felel6s
BAS/CYP734A1 és CYP72C1 gének transzkripcidjat (Turk és mtsai, 2003; Takahashi
€s mtsai, 2005).

Szamos irodalmi adat van arra vonatkozoéan, hogy a nem kézvetleniil fényfiggé
napszakos szabalyozas kozvetitésében is fontos szerepik van a fitohormonoknak.
Cirkadian periodicitast mutattak ki a hormonszint és hormonvélasz alakulasaban pl. az
auxinok (Jouve és mtsai, 1999; Covington és Harmer, 2007), etilén (Thain és mtsai,
2004) és a gibberellinek (Foster és Morgan, 1995) esetében is. A cirkadian

szabalyozas hatdsat a hormonszintézis génjeinek aktivitasara el6sz6r a burgonya
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(Solanum tuberosum) egyik gibberellin 20-oxidazat kodold6 GA200x1-3 bifazisos napi
ciklusa alapjan lehetett valoszinlsiteni (Carrera és mtsai, 1999; Jackson és mtsai,
2000). Azota az Arabidopsis teljes genomjat reprezentalé ,microarray” expresszios
adatok alapjan ismertté valt, a névények megnyulasanak cirkadian periodicitasa jorészt
a fitohormonok szintéziséért felelés és hatasat kdzvetité gének dsszehangolt cirkadian

szabalyozottsaganak kovetkezménye (Michaal és mtsai, 2008).
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Terjedelmi okok miatt a vizsgalataink soran felhasznalt anyagok és modszerek
koézul els6sorban azok bemutatasara torekedtem, amelyek érdemi jelentéségilek
voltak, és eredményeink értékelése, reprodukalasa szempontjabdl fontosak. A
széleskorlen alkalmazott molekularis bioldgiai metodikdkra csupan akkor térek ki
roviden, ha azokat valamelyikét az altalanos sémaktél (Sambrook és Russell, 2001)

eltér6 modon alkalmaztuk.

3.1. Vegyszerek, szolgaltatasok

A felhasznalt vegyszerek mindenhol a kisérletek altal megkivant minéségiek
voltak. Ahol fontos, ezek eredete és tisztasagi foka is feltlintetésre keriilt. Amennyiben
ez pontosabban nem szerepel, az egyes fitohormoncsoportok reprezentativ
képviselbiként a kovetkez6 szarmazékok keriiltek felhasznalasra: auxinként indol-3-
ecetsav (IAA), citokininként 6-benzil-aminopurint (BAP), gibberellinként gibberellinsav
(GA3), etilénként l1-amino-cikloprpan-1-karboxilsav (ACC), valamint abszcizinsav
(ABA), szalicilsav (SA) és metil-jazmonat (MeJA) (valamennyi Sigma termék).

A kisérleteinkhez sziikséges BR-ok tobbségét és ezek deutériummal jeldlt
megfelel6it Suguru Takatsuto (Joetsu University, Joetsu, Japan), a 24-epiBR
vegyuleteket Glnther Adam (Leibniz-Institut fir Pflanzenbiochemie, Halle,
Németorszag), mig az in vitro enzimreakciok vizsgalatahoz hasznalt korai BR
intermediereket Masaharu Mizutani (Kyoto University, Kyoto, Japan) laboratériumaban
szintetizaltdk. Azonossagukat és homogenitasukat autentikus standard segitségével,
gazkromatografias és tomegspektrometrias paramétereik alapjan ellenériztéek. Az
Uveghdzi munkadk soran nagyobb mennyiségben alkalmazott BL-ot részben
kereskedelmi forgalmazétél (CiDtech Research, Inc., Missisauga, ON, Kanada)
szereztik be. Valamennyi BR szarmazékb6l 1 mM-os etanolos torzsoldatot
készitettiink.

A munkank soran hasznalt oligonukleotidak szintézise, valamint DNS mintaink
szekvencia analizise az MTA Szegedi Bioldgiai K6zpont szolgaltatd laboratdériumaiban

tortént.



31

3.2. N6vényi anyag és nevelési kériilmények

3.2.1. Felhasznélt névényvonalak

Vizsgélatainkat Arabidopsis thaliana (ludfii) Columbia-0 (Col-0) 6kotipusan,
valamint az ebbdl Iétrehozott mutans és transzgenikus vonalakon végeztik. A mas
laboratériumokbdl szarmazo, esetenként Columbia-3 (Col-3), C24, Landsberg erecta-0
(Ler-0), vagy Wassilewskija-2 (Ws-2) 0Okotipust hattérben létrehozott, és a
BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1 (BRI1), CPD, DE-ETIOLATED 2 (DET2),
DWARF 4 (DWF4), PHYTOCHROME A (PHYA) és PHYTOCHROME B (PHYB)
funkciokban sériilt mutansok adatai a 2. tablazatban lathatok. A paradicsommal
(Solanum lycopersicum) végzett kisérletekhez a vad tipusl, izogenikus GCR 358
vonalat (Practical Plant Genetics, Littlehampton, UK), valamint az azonos genetikai
hatter(, BR-deficiens extreme dwarf (d*; Practical Plant Genetics) és dwarf (d; Tomato

Genetics Resource Center, Davis, CA, USA) mutans vonalakat hasznaltuk.

2. tAblazat: A felhasznalt Arabidopsis mutansok

mutans tipus hattér hivatkozas

bril-2/cbb2 funkciévesztéses C24 Altmann és mtsai, 1995
bri1-101/bin1-1 funkciévesztéses Col-0 Li JM és mtsai, 1997
cpd-2/cbb3 funkciévesztéses C24 Altmann és mtsai, 1995
dwf1-6/cbb2 részl. funkciévesztéses C24 Altmann és mtsai, 1995
det2-1 funkciévesztéses Col-3 Chory és mtsai, 1991
dwf4-1 funkciévesztéses Ws-2 Azpiroz és mtsai, 1997

phyA-201phyB-5 dupla funkciovesztéses Ler-0 Reed és mtsai, 1994
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3.2.2. Nevelési korilmények

3.2.2.1. In vitro kulturak

A csiramentes novénykultiraknal a magokat 5%-0s NaOCI oldatban tortént
felszini sterilizalast és steril desztillalt vizes mosast kévetéen 1% szacharézzal
kiegészitett, 0,2% Phytagellel (Sigma) szilarditott Murashige-Skoog (MS) taptalajon
csiraztattuk. A csirandvények nevelése klimakamraban (SANYO Electronic Co.,
Tottori, Japan) 22°C hémeérsékleten, fluoreszcens fehér megvilagitas (50-60 umol
foton/m?%s) alkalmazésaval, 12 h fény/12 h sétét (LD: light/dark”) ciklusok mellett
tortént. Szlikség szerint folyamatos fény (LL: ,light/light”) és folyamatos sétét (DD:
Ldark/dark”) kezeléseket is alkalmaztunk. Egyes kisérletekben a fehér fényt helyettesitd
monokromatikus vorés (Amax = 6605 nm), ill. kék (Amax = 470+5 nm) megvilagitast
Snaplite LED fényforrasok (Quantum Devices, Inc., Barneveld, WI, USA) biztositottak.
Ezeknél a fényintenzitast (10-15 ymol/m?/s) Ugy allitottuk be, hogy az hasonlé legyen a
mas kisérletek soran alkalmazott fehér fény voros, ill. kék tartomanyba esé
komponenseinek intenzitdsaval. A felhasznéalt maganyag létrehozasa soran a talajba
Ultetett ndvényeket Uveghézban, 22+2°C hdémérsékleten neveltik, a csirazastol
szamitott négy hétig rovidnappalos (8 dra fény/16 6ra soétét), majd ezt kdvetden
termésérésig hosszlunappalos (16 6ra sotét/8 ora fény) korilmények kdzott.

A kisérletek sordn a hormonalis és gatloszeres kezeléseket MS
folyadékkulturakban végeztik. A Phytagel-tartalmu MS taptalajrél sterilen gydjtott
csirandvényeket miianyag petricsészékben levé tapoldatba helyeztiik, és a megfelel
fény- és hémérsékleti viszonyok mellett razatva levegéztettiik.

3.2.2.2. Uveghazi korilmények

Uveghazban az Arabidopsis vonalakat 22+2°C hémérsékleten neveltik, a
természetes megvilagitast szilkség szerint fluoreszcens fehér fénnyel kiegészitve. A
csirazastél szamitott négy hetes rovidnappalos (8 6ra fény/16 Ora soOtét) novesztés
utdn a névények viragzasat hosszinappalos (16 6ra fény/8 éra sotét) megvilagitassal
indukaltuk. Kontrollaltan 6nbeporzott, egyedi ndévényekrdl szarmazd magpopulacidk

elballitasahoz az Arabidopsis egyedeket termésérésig ARACON hengerekben (Lehle
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Seeds, Round Rock, TX, USA) neveltiikk. Uveghazi korilmények kozt a paradicsom
névények 25+2°C hémérséklet mellett napi 16 h megvilagitast kaptak.

A himsteril BR-deficiens muténsokat BL-kezelt egyedekrdl gydjtdtt magok
segitségével tartottuk fenn. A vad fenotipus és a fertilitas helyreallitdsa érdekében a
novényeket kétnaponta 20 nM BL-ot és 0,01% Triton X-100-at tartalmazé oldattal

permeteztik.

3.3. Transzgenikus névények eldallitasa

3.3.1. Génkonstrukciékat hordoz6 novényi vektorok kialakitasa

A transzgenikus vonalakba beviend§ génkonstrukciok létrehozasahoz az
Escherichia coli XL-1 Blue torzsét és a nagy kdpiaszamu pBluescript Il (SK+) plazmid
vektort (mindkett6 Stratagene) hasznaltuk. Ezutan az izolalt ,transzgén” szakaszokat
Arabidopsis esetében a pPCV812 T-DNS alapu plazmidbdl (Koncz és mtsai, 1994)
szarmaztatott, higromicin vagy glifozinat rezisztenciat hordozd binaris vektorokba
épitettik be, mig a paradicsomnal a kanamicin rezisztenciaval ellatott pSLJ7291
vektort (Jones és mtsai, 1992) hasznaltuk.

A felhasznalt gének kdédold szekvenciai sajat izolalasu, vagy az Arabidopsis
Stock Center (Nottingham) gyljteményébdl szarmazé genomi és cDNS klonokbdl
eredtek. A sziikséges promoter szakaszok klbnozasahoz azokat genomi DNS-b&l PCR
reakcioval amplifikaltuk. Riporterként az E. coli B-glukuronidazt (GUS) kddol6 uidA, az
észak-amerikai szentjdnosbogar (Photynus pyralis) luciferaz (LUC), valamint a
kristalymediza (Aequorea victoria) zdld fluoreszcens proteint (GFP) kodold génjeit
alkalmaztuk. A létrehozott DNS konstrukcié hibatlansagarol restrikcios mintazatuk és -

sziikség szerint - nukleotida-szekvenciajuk ellenérzésével gy6zédtiink meg.

3.3.2. Stabil transzformans névényvonalak létrehozasa

A génkonstrukciokat tartalmaz6 pPCV plazmidokat a széles spektrumi
mobilizaciés funkcidkat hordozd E. coli S17-1 térzsbe transzformaltuk, majd ebbdl
konjugacié révén a névény transzformaciohoz Koncz és mtsai (1994) altal kifejlesztett
Agrobacterium tumefaciens GV3101 (pPM90RK) térzsbe juttattuk. A vizsgalatainkhoz
sziikséges stabil transzgenikus Arabidopsis vonalakat gyokér-transzformacioval

(Koncz és mtsai, 1994), vagy a Clough és Bent (1998) altal leirt, Agrobacteriumos virag
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infiltrdcidval hoztuk létre. Paradicsom esetében a sziklevél-transzformaciés moédszert
(Jones és mtsai, 1992) alkalmaztuk.

Az antibiotikum vagy herbicid rezisztencia alapjan azonositott primer
transzformansokbdl Onbeporzast kovetéen magot gydjtéttink. Ezek szegregacios
analizise utan rendszerint 10-10 olyan transzgenikus vonalat valasztottunk ki,
amelyeknél a rezisztens és érzékeny utdédok hasadasi aranya 3:1 kordli volt. A
kisérleteink soran hasznalt reprezentativ vonalakat a fiiggetlen izolatumokbdl
szarmazd homozig6ta transzgenikus egyedek utédainak expresszios vizsgalata

alapjan valasztottuk Kki.

3.4. Mutansizolalas

A CYP90C1, valamint CYP90D1 funkcidokban deficiens mutansokat Koncz
Csaba laboratériumaban (Max Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung, Koéln) izolaltuk
az altaluk létrehozott, Col-0 hatter(i, T-DNS inszerciés mutansgyljteménybél, az ott
kidolgozott PCR-alapu sziirési moédszer (Rios és mtsai, 2002) alkalmazasaval. A
felhasznalt génspecifikus primerek a kdvetkezék voltak (5' — 3'):

CYP90C1 (F) GGTGATCGGAGAAACCCTAAACTTCATC;

CYP90C1 (R) GATCTTCAAGTGAGATCGGAGAAGCAC;

CYP90D1 (F) GTCATCTTCAACAAGATCAACGGTCTCAG;

CYPI0D1 (R) GTAATTTGTTCTTCATATGCACCGTTGGGAAG.

A cyp90cl és cyp90dl mutansok (Koncz mutansgydjtemény: No. 8777, ill. 18430)
homozig6ta vonalait két, vad tipussal tortént visszakeresztezést kovetéen
Onbeporzassal hoztuk létre. A tdrpe fenotipust cyp90clcyp90dl kettds nullmutanst a
cyp90cl és cyp90d1l vonalak keresztezésével allitottuk eld. 1zolalasuk és fenntartasuk
soran a mutansok névények genotipusat CYP90C1- és CYP90D1-specifikus PCR
reakciokkal ellendriztik.
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3.5. Génexpresszids vizsgalatok

3.5.1. Az mRNS-szintek meghatarozasa direkt médszerekkel

3.5.1.1. RNS izoléalas

Az egyes transzkriptumok mennyiségi 6sszehasonlitdsdhoz az 06ssz-RNS
mintak tisztitasat a Chomczynski és Sacchi (1987) modszere alapjan kifejlesztett TRI-
reagens (Sigma) felhasznalasaval végeztiik a gyarté Utmutatdsa szerint. Ennek soran
1 g novényi anyagot folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd 10 ml TRI-
reagensben szuszpendaltunk. Az extrakciét és particionaltatast kdvetéen a vizes
fazisban maradé RNS-t izopropanollal kicsaptuk, centrifugalassal 6sszegyjtottik,
etanollal somentesre mostuk és megszaritottuk. Az RNaz-mentes vizben visszaoldott
mintakat OD,so-as abszorpciéjuk alapjan egységesen 2 mg/ml koncentraciora allitottuk

be, és felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

3.5.1.2. Northern-blot hibridizaci6

Northern-blot analizis soran mintanként 20-20 pug RNS-t denaturaltunk, majd
formaldehid tartalmi 1%-os agar6z gélen tortént elektroforézissel frakcionaltunk. A
gélek rovid etidium-bromidos festése utan a 275 nm-es UV fényben fluoreszkal6 RNS
mintazatrdl fényképet készitettink. Ezutan a gélbdl az RNS-eket 20x SSC pufferben
végzett kapillaris transzferrel Nytran N hibridizaciés membranra (Schleicher & Schuell)
kotottik, majd 275 nm-es UV kezeléssel rogzitettik.

A hibridizacios probat a megfelel6 cDNS fragmentumbdl (20 ng) allitottuk elé
Megaprime (Amersham) jel6l6 kit és [a-**P]dCTP felhasznalasaval. A membranhoz
kotott RNS hibridizaciéjat Church-pufferben (Church és Gilbert, 1984) végeztiik 68°C-
on, majd stringens mosas utan a membranon maradt radioaktiv hibridizaciés jeleket
Phosphoimager 445 S| (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA, USA) készllék

segitségével detektaltuk és értékeltik.
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3.5.1.3. Reverz-transzkripciéval kapcsolt PCR analizis

Az mRNS-szintek szemikvantitativ, reverz-transzkripciéval kapcsolt PCR (RT-
PCR) modszerrel torténd 6sszehasonlitasahoz 5 pg RNS mintabdl oligo-dT primer
segitségével cDNS-t szintetizdltuk Ready-to-Go (Pharmacia Biotech) elsd szal
szintézis kit segitségével. A PCR reakciokat a kapott cDNS 10%-aval végeztiik olyan
primerek felhasznalasaval, amelyek a vizsgalt gének kédold szakaszanak 3' végéhez

kozeli, 250-350 bp-nyi terméket amplifikaltak. Az alkalmazott ciklusszamot a PCR

3. tAblazat: Az RT-PCR analiziseknél felhasznalt fontosabb génspecifikus primerek

gén primer szekvencia (5' — 3
Arabidopsis
ATL2 (At3g16720) ATL2-F CGAGTTCTAGCTCTGGATTGACGG
ATL2-R GGTTAACATTAAACCAATCAGACA
BRH1 (At3g61460) BRH1-F CCGAAACCCGCTCACCTTTCT
BRH1-R GATAGAAAAGCGTGGCTTCTTCTA
CYP85A1 (At5g38970) CYP85A1-F GGACGTGAAGTCAATGAAGTTCACT
CYP85A1-R TTCCTTACCAGGACAAAGCCTTGTC
CYP85A2 (At3g30180) CYP85A2-F CGAACCGCTCACTCTCGACGAT
CYP85A2-R AATAGCTCTTTGATTCTAAGCTCT
CYP90A1/CPD (At5g05690) CYP90A1-F GAATGGAGTGATTACAAGTC
CYP90A1-R GTGAACACATTAGAAGGGCCTG
CYP90B1/DWF4 (At3g50660) CYP90B1-F GAAGGAACTAGGAGAGTCAG
CYP90B1-R CCACGTCGAAAAACTACCACTTC
CYP90C1/ROT3 (At4g36380) CYP90C1-F GGAGATGAAGAGGCGTAAATTGGA
CYP90C1-R GCAAATACTGCTGTTTGCCGATCC
CYP90D1 (At3g13730) CYP90D1-F GTCAAATTCCTCTCTGATTCTCCTG
CYP90D1-R TCGAGACCAGGGCACAATCTCTGAC
DET2 (At2g38050) DET2-F AATCTCCTCAATGGTTATATC
DET2-R CGTGTACAGAAAAAATCCAATACC
DIM1 (At3g19820) DIM1-F CTCGAATGGGTCCACCGCGAAATG
DIM1-R CATACAATTCACCATTAAACATTC
PR3 (At3g12500) PR3-F AGACTTCCCATGAAACTACAGGTG
PR3-R GCTGAGCAGTCATCCAGAACCAAA
UBQ10 (At4g05320) UBQ10-F GGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCT
UBQ10-R CTTATTCATCAGGGATTATACAAGGCC
paradicsom
CYP85A1/D tDW-F TTCTTTTGAAATTTTGAGGTGCATC
tDW-R CTCCCATATCTGGCTCTTTG
Actin tACT-F ATTGCTCTTGACTATGAACAGG
tACT-R CTTGCTCATCCTATCAGCAATACC
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reakciok exponencidlis tartomanyan belll az egyes transzkriptumok gyakorisaganak
megfeleléen optimalizaltuk. Az idedlisan alacsony ciklusszam és a pontosabb
értékelhet6ség érdekében esetenként a reakcidkhoz jel6l6ként [a-32P]-dCTP-t adtunk,
és a termékeket autoradiografiaval detektaltuk. Az vizsgalt gének és a konstitutiv
kontrollként hasznalt Arabidsopis POLIUBIQUITIN 10 (UBQ10), ill. paradicsom Actin

specifikus primereinek szekvenciai a 3. tablazatban lathatok.

3.5.2. Promoéter-aktivitas vizsgalata riportergének segitségével

3.5.2.1. B-Glukuronidaz-alapu analizisek

A transzgenikus novényekben a B-glukuronidaz (GUS) aktivitas hisztokémiai
detektalasat Jefferson (1987) modszerével végeztik. A mintavételt kdveté hatasok
kikiiszobolésére a ndvényeket a Puente és mtsai (1996) altal leirtak szerint 2%-0s
formaldehid oldatban 10 percig fixaltuk. A GUS reakci6elegybe helyezett mintaknal az
5-bromo-4-kloro-indolil-B-D-glukuronid (X-gluc) szubsztrat felvételét 10 masodperces
vakuum-infiltracidval segitettiik el6, majd az ezt kdvetd hisztokémiai festést 12 6ran at
sotétben, 37°C-on végeztik. A reakcidelegy eltavolitasa utan a képz&édétt indigo
szinezéket a novényi pigmentek 50%-o0s etanollal tortént eltavolitasaval tettik
lathatova.

A GUS aktivitasok kvantitativ dsszehasonlitasat a Jefferson (1987) altal
kifejlesztett spektrofluorimetrias modszerrel végeztik. A kivoné pufferben homogenizalt
novények sejtmentes fellilliszoibdl vett mintadkat 6ssz-protein tartalom alapjan azonos
koncentraciora allitottuk be, és sziikség esetén felhasznalasukig -80°C-on taroltuk. A
mérések soran a nagy tisztasagu 4-metil-umbelliferil-B-D-glukuronid szubsztratbél
(Sigma) keletkez6 fluoreszcens termék mennyiségét 4-metil-umbelliferon standard
segitségével, Quanta Master QM-1 spektrofluoriméterrel (Photon Technology, Inc.,

Birmingham, NJ, USA) hataroztuk meg.

3.5.2.2. Luciferaz-alapu vizsgalatok

Kisérleteinkhez = egyhetes, LUC riportergént hordozé transzgenikus
csirandvényeket hasznaltunk fel. A csiranévényekbdl 100-100-at kompakt csoportokat
kialakitva friss taptalajra helyeztiink, majd ezeket a mérés kezdete el6tt 36 és 24 oraval
steril, 25 mM-os D-luciferin (Biosynth A.G., Staad, Svijc) oldattal permeteztik. A
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mérések a csiraztatas utani 8. napon, a fényszakasz végén kezdédtek, ami konstans
(LL, ill. DD) fényviszonyok mellett a ZT 12 idépontnak (ZT: ,zeitgeber time”, az utolso
fényperiédus kezdetétdl eltelt id6) felelt meg.

Az in vivo lumineszcencia méréseket folyékony nitrogénnel h(tdtt, nagy
érzékenységli CCD (,charge-coupled device”) kameraval (LN-CCD-512-TKB,
Princeton Instruments, Trenton, NJ, USA), a Millar és munkatarsai (1992a) altal
kidolgozott modszerrel végeztilk. Az egyes névénymintakrél kétoranként 25 perces
digitalis felvételeket készitettiink, majd az igy rogzitett lumineszcenciat Metamorph
program (Meta 4.5 programcsomag, Universal Imaging) segitségével integraltuk. A -
féként fotoszintetikus pigmentektél eredd - késleltetett fluoreszcencia kikiiszdbolése
érdekében a mintakat mar 6t perccel az expozicidok kezdete el6tt sotétbe helyeztik. A
mért fotonszamot a kamera hatterével korrigaltuk, és az igy kapott értékeket az id6
flggvényében abrazoltuk. Az egyes méréseket legaldbb négy alkalommal ismételtiink.
A parhuzamos eredmények nem mutattak jelentés szoérast, ezért az

O0sszehasonlitasoknal ezekbdl rendre egy-egy reprezentativ adatsort hasznaltunk fel.

3.6. , Differential display” mRNS analizis

A BR kezelés hatasara bekdvetkez6 mRNS-szint valtozasok detektalasara an.
differential display (DD RT-PCR) analizist (Liang és Pardee, 1992) végeztink az
RNAimage (GenHunter Corp., Nashville, TN, USA) rendszer felhasznalasaval, a gyarté
altal javasolt modszer szerint. Egyhetes csiranévényeket 2 6ran at kezeltink 100 nM
BL-dal, 100 uM cikloheximid jelenlétében. A novény anyagbdl izoldlt RNS mintak
esetleges DNS szennyez6dését RNaz-mentes DN-az | (Boehringer) segitségével
tavolitottuk el. Az egyes RNS preparatumok 0,2 pg-nyi mennyiségeivel harom
parhuzamos reakciéban, 3'-végukon eltéré nukleotidat tartalmazé oligo-dT primerek
felhasznalasaval cDNS-t szintetizaltunk. A kapott termékek 10%-anak felhasznalasaval
PCR reakciot végeztiink, melyben az eredeti oligo-dT és egy optimalizalt, 13
nukleotidanyi primer segitségével diszkrét méretli, %P jeldlést hordoz6 DNS
szakaszokat amplifikadltunk. Denatural6 poliakrilamid gélen tortént frakcionalast
kdvetbéen az autoradiografiaval azonositott, eltérd abundanciaju transzkriptumoknak
megfeleld PCR termékeket izolaltuk. Ezeket az eredeti primerekkel ujra amplifikéltuk,
majd megfeleld tisztitas utadn nukleotida-sorrendjiiket meghatéroztuk. A nukleotida-
szekvenciak homolégidja alapjan azonositott mMRNS-ek szintignek BR-

szabalyozottsdgat Northern-hibridizaciéval ellengriztiik.
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3.7. Endogén BR-ok mennyiségi analizise

3.7.1. BR-ok izolalasa és tisztitdsa ndvényi mintakbdl

A BR tartalom analitikai vizsgalatahoz a noévényi anyag friss tomegét
megmeértik, majd a mintakat folyékony nitrogénben megfagyasztottuk, és szikség
esetén -80°C-on taroltuk. Liofilizalast kdvetéen a ndvényekbdl a hormon extrakciot és
analizist Shozo Fujioka (RIKEN Advanced Science Institute, Wako, Japan), valamint
Takao Yokota (Teikyo University, Utsunomiya, Japan) laboratériumaban végezték el.

Az extrakci6é és a mintak el6zetes tisztitasa a Nomura és mtsai (2001) altal leirt
modon tortént. A poritott ndvényi anyagbdl a BR-okat metanollal extrahaltak, majd
ehhez a kivonathoz bels6 sztenderdként deuteralt szintetikus BR formakat kevertek. A
pigment és lipid tartalom nagy részét oldészeres particionaltatassal tavolitottak el, majd
a mintakat szilikagél és aktiv szén oszlopokon, ezt kdvetéen pedig reverz-fazisi HPLC
kromatografiaval tovabb tisztitottak. A biolégiai aktivitds és az autentikus standardok
retenciés értékei alapjan azonositott BR tartalmd frakciokat kombinaltak, majd

beszaritottak.

3.7.2. Gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias analizis

A tisztitott BR preparatumok gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias
(GC-MS) vizsgélata a Nomura és mtsai (2001) altal leirtak szerint tértént. A mintakban
BR komponensek analizisét mono-, vagy bisz-metanboronattal végzett derivatizalas
utan DB5 kolonnaval felszerelt Shimadzu QP2010 GC-MS készilékkel végezték. A BR
komponensek azonositdsa és mennyiségilk meghatdrozdsa a deuteralt belsé

standardok segitségével tortént.

3.8. Heteroldg rendszerben kifejeztetett citokrom P450 enzimek jellemzése

3.8.1. Heterolog expresszaltatas rovarsejtekben

A CYP90C1l és CYP90D1 cDNS-eket telies kodold régidit megfelelé
orientacidban a pFastBacl (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) plazmidba klénoztuk. Az
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enzimeket az igy eléallitott rekombinans bakulovirus DNS-sel transzfektalt Spodoptera
frugiperda (Sf9) rovarsejt szuszpenziés kultirajaval fejeztettik ki a vektor
forgalmazéjdnak atmutatasai szerint. A megfeleld6 hem beépllés érdekében a
tapfolyadékot 5-amino-levulinsavval (200 pM) és Fe(ll)-citrattal (200 uM) egészitettiik
ki.

A tenyésztett rovarsejtekbdl a P450 tartalmu mikroszéma frakciot az Ohnishi és
mtsai. (2006a) altal leirt médon izoléltuk. Az ultrahangos feltarast kbvetéen differencialt
centrifugalassal tisztitott mikroszéma preparatumokban a CYP90C1 és CYP90D1
jelenlétét SDS-poliakrilamid gélelekroforézissel, aktivitasukat pedig hem csoportjuk 450
nm-es Soret-spektruma alapjan ellendriztik. A mintakat azonos P450 koncentraciora

allitottuk be, és felhasznalasukig alikvotokban taroltuk -80°C-on.

3.8.2. Biokémiai karakterizalas

Az in vitro enzimreakcidkat Ohnishi és mtsai. (2006a) moddszere szerint
allitottuk dssze. Az 1 ml-es reakcidelegyek 50 pmol P450-et tartalmazé mikroszéma
preparatumot, 0,1 U altalunk tisztitott Arabidopsis NADPH-P450-reduktazt, NADPH-t (1
mM) és BR szubsztratot (20 mM) tartalmaztak. A 30°C-on 30 percig folytatott reakciok
végén a mintakat 0,5x térfogat etilacetattal haromszor extrahdaltuk, majd a szerves
fazisba kerllt BR szarmazékokat beparlassal koncentraltuk. Ezek derivatizalasa és
GC-MS analizise a mar ismertetett eljarashoz hasonléan, a Fujita és mtsai (2006) altal

leirt médon tortént.
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4. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

4.1. A BR bioszintézist és szignalatvitelt érintdé mutansok azonositasa és

jellemzése

4.1.1. Az Arabidopsis cpd mutansanak karakterizalasa

[A részfejezet alapjaul szolgald publikacio: Szekeres M, Németh K, Koncz-Kalman Z, Mathur J,
Kauschmann A, Altmann T, Rédei GP, Nagy F, Schell J, Koncz C (1996) Brassinosteroids
rescue the deficiency of CYP90, a cytochrome P450, controlling cell elongation and de-
etiolation in Arabidopsis. Cell 85: 171-180]

Az 1990-es évek elejére az Agrobacterium tumefaciens tumorindukal6é (Ti)
plazmidjanak felhasznalasaval olyan névényi vektorokat alakitottak ki, amelyek az an.
T-DNS régidjuknak a genomba valé integralasaval tipikusan funkcidvesztéses
mutaciokat idéztek eld (Koncz és mtsai, 1992). A mddszer hatékonnya valasaval
lehetévé valt, hogy az Arabidopsis akkorra mér jél karakterizalt, izogenikus Col-0
vonalabdl célzott szlirésekre alkalmas mutansparkokat hozzanak létre. Koncz Csaba
laboratériumaban (Max Planck-Institut fir Zichtungsforschung, Koéln) az altaluk
kialakitott els& T-DNS inszerciés mutansgyljteménybdl (Koncz és mtsai, 1992) 6t
olyan vonalat valasztottak ki részletes vizsgalatra, amelyek rendellenes hipokotil-
ésivagy gyokérndvekedésiuk mellett pleiotrop fenotipikus jegyeket is mutattak.
Mindezek alapjan varhaté volt, hogy ezek mutaciéi az egyedfejlédés egy-egy
szabdalyoz6 faktoranak hianyat okozzak. Ezen mutansok egyike volt az extrém torpe
fenotipusu vonal, amelynek az analizisébe bekapcsolédtunk.

Munkank célja a mutacié altal érintett molekularis szabalyozé mechanizmus(ok)
azonositasa, valamint a mutacié pontos hatdsmodjanak tisztdzasa volt. Ennek
keretében meg kivantuk hatarozni a mutacié helyét és az altala érintett gént, majd
komplementaciéval ellen6érizni akartuk, hogy valéban ez felelés a valamennyi
fenotipikus bélyeg kialakulasaért. Eredményeink fliggvényében karakterizalni kivantuk
a gén altal kodolt proteint, és felderiteni annak funkcionalis kapcsolatat az ismert,

ndvekedést és morfogenezist egyarant befolyasol6 regulacios folyamatokkal.
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4.1.1.1. A cpd mutans fenotipusanak jellemzése

A vizsgalt recessziv mutacié a sttétben nevelt csirandvényeknél jellegzetes,
un. de-etiolalt fenotipust adott. Ennél - a vad tipusu, etiolalt kontrollal szemben - a révid
hipokotil mellett a hipokotilkampo hianya, és szétnyilt sziklevelek lathaték (6. abra A). A
megvilagitds hianyaban is a fényben nevelt névényekhez hasonldé morfolégiat
eredményez6 mutaciét ennek alapjan constitutive photomorphogenesis and dwarfism
(cpd) névvel jeldltiik.

A sotétben nétt csiranévények morfologidjanak vizsgalata a sejtek novekedési
zavarara utalt. A vad tipussal Osszehasonlitva a hipokotil epidermalis sejtjei
egyenetlenek, rendezetlenek és rovidek voltak. A hipokotilon és a szikleveleken
egyarant s(rin alakultak ki gazcserenyilasok (6. abra B-E).

A novekedési rendellenességeket természetes fényviszonyok mellett is
észleltik. A cpd névények a vad tipusnal mintegy husszor kisebb méretlek voltak, és
csokkent apikdlis dominanciat mutattak. A rozettdban megvastagodott, epinasztikus
levelek fejlédtek, amelyek lekerekitettek és rovid nyelliek voltak (6. abra H-l). Ezek
felszinén az epidermalis sejtek kdrvonala a vad tipusénal joval kevésbé volt fodrozott,
és gyakran képzédtek rendellenes, duplikalt gdzcserenyilasok (6. abra F-G). A cpd
levelekben a vad tipusénal kevesebb mezofill sejtréteg fejl6dott, és a paliszad sejtjeik
is lekerekitettebbek voltak (6. abra J-K). A viragzati tengely keresztmetszetében a
xilémnél erételjesebb floémképzédés volt megfigyelhetd, ami a kambium egyenetlen
osztédasa utalt (6. abra L-M).

Mig folyamatos sttétben a Col-0 névények 6t héttel a csirazas utan is az etiolalt
csirandvényekre jellemzé két szikleveles fejlédési stadiumban voltak, az ugyanilyen
korilmények kozt nevelt cpd mutansnal - a fényben medfigyelhetd fejlédéshez
hasonléan - szamos tdlevél is kialakult (7. abra A). A mutans konstitutiv
fotomorfogenikus jellege a morfologiai jegyeken tll a génexpresszid szintjién is
megnyilvanult. Mig a vad tipusu kontrollban a jellemz&en fényindukalt sejtmagi gének
altal kédolt ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz kis alegység (RBCS) és a klorofill a/b-k6té
fehérje (CAB) kifejez6dése erbteliesen represszalt volt, ezek mRNS-ei a cpd
névényekben lényegesen nagyobb mennyiségben voltak jelen (7. dbra B). Az
etiolaciora jellemz6 megnyulas hianya és a fotoszintetikus gének fokozott aktivitasa a

mutansban egyarant a morfogenezis fényszabalyozasanak a zavarara utalt.
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6. abra: A cpd mutans morfolégigja

Sotétben nevelt cpd (A, jobbra) és Col-0 (A, balra) csirantvények. Rendellenes
epidermisz és sztéma (nyilak) fejlédés a hipokotil felsé részén (B) és a sziklevélen (C).
A vad tipusu kontrollénal (D) révidebb sejtek és gazcserenyilasok (nyilak) a mutans
hipokotilon (E). Természetes fényviszonyok mellett nevelt névények leveleinek felszine
(F: Col-0, G: cpd) és keresztmetszete (J: Col-0, K: cpd), valamint virdgzati tengelyének
keresztmetszete (L: Col-0, M: cpd) a floém (p) és xilém (x) jeldlésével. A Iépték
jeldlések 1 cm-nek (1), 200 (D), ill. 100 ym-nek (J és L) felelnek meg.
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A
B Col-0 cpd
L RBCS
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uBQ10

7. abra: A cpd mutans konstitutiv fotomorfogenikus tulajdonsagai

A: Folyamatos so6tétben nevelt othetes Col-0 és cpd ndvények. A mutansnal joél
megfigyelheté a rdvid hipokotil és a valédi levelek kialakulasa. B: Kéthetes
csirandvényekbdl izolalt RNS mintak Northern-blot analizise. Megfigyelheté a ribuléz-
1,5-biszfoszfat-karboxildz kis alegységét és a klorofill a/b-kété fehérjét kodoldé RBCS
(At1g67090), ill. CAB1 (Atlg29930) transzkriptumok nagyobb mennyisége a cpd
vonalban. A hibridizaciénal konstitutiv kontrollként POLYUBIQUITIN 10 (UBQ10)
prébat hasznaltunk.

4.1.1.2. A CPD gén azonositasa

A vad tipussal visszakeresztezett mutans utddai kdzott a cpd mutacid egytt
szegregalt a higromicin rezisztencia markerrel, ami a genomba egyetlen kdpiaban
inszertalddott, pPCV5013Hygr vektorbol (Koncz és mtsai, 1989) szarmazott.
Triszémias térképezd vonalakkal végzett rekombinacios térképezés alapjan a cpd
mutaciot a transparent testa glabra (ttg) marker kézelében az 5. kromoszéma 14,3
régidjara lehetett lokalizalni (8. abra A).

A mutaci6 fizikai térképezése DNS-hibridizacios kisérletekkel toértént. Ehhez
el6szor Mbol restrikcidos endonukleazzal részlegesen emésztett cpd genomi DNS
felnasznédldsdval AEMBL3 fag vektorban génkonyvtarat készitettiink, majd ebbdl
izolaltuk a mutacioért felelés T-DNS-t hordozé klént. A T-DNS-sel hataros Pstl-Hindlll
restrikcidos fragmentumot (8. abra B) probaként hasznalva a Col-0 RNS mintaban

Northern-hibridizaciéval egy 1700 bp korili transzkriptumot lehetett azonositani (9.
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abra A). Ugyanezen préba segitségével egy Agt10-ben létrehozott Col-0 cDNS
konyvtarbdél négy klont izolaltunk. Ezek kozil a legnagyobb, 1608 bp-os inszercié
(GenBank X87367) szekvencia analizise egy 1419 bp hosszlisagu teljes kodolo régiot
mutatott ki.

A cDNS és a mutans genomi Kklobn szekvencidjanak ismeretében
meghatarozhatd volt a T-DNS inszercié helye, amit a kdédol6 részben az ATG
startkodontdl 3' iranyban 10 nukleotida tavolsagra tudtunk lokalizalni. Az azonositott
cDNS-sel valé homoldgia alapjan izolalt vad tipusd genomi klon nukleotida-
szekvencigjanak (GenBank X87367) meghatarozasa alapjan ismertté valt, hogy a
cDNS-t adé mRNS egy 3806 bp hosszi, nyolc exonbdl allé kédolo régidval rendelkezd

génbdl szarmazott (8. abra B).
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8. abra: A cpd mutacio kromoszdmalis helyzete és struktiraja

A: Kapcsoltsagi térkép a T-DNS inszercioé komyezetérdl az 5. kromoszéman. A vazlat
feltiinteti a térképezéshez hasznalt marker I6kuszok és egy, a régiot atfed6 éleszt6
mesterséges kromoszéma (YAC) kontig helyzetét. B: A CPD gén szerkezete és a cpd
mutaciot okozé T-DNS inszerci6. A promoéter régiét nyil, az exonokat vastagitott
szakaszok jeldlik. A mutacié inszerciés helyénél (ék) a beépilt, rekombinaciéval
atrendez6dott T-DNS struktiraja lathaté. Az 4brarész als6 vazlata a pPCV5013Hyg
vektor T-DNS részének eredeti szerkezetét mutatja. A fontosabb géneket és a pPB322
plazmidbdl szarmaz6 szakaszt szimbodlumaik, a rekombinacidés helyeket kettés
tortvonalak jelzik. A restrikciés hasitasi térképeken a BamHI (B), EcoRI (R), Hindlll,
(H), Kpnl (K) és Pstl (P) hasitohelyek vannak feltlintetve.
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Azt, hogy a cpd mutacié fenotipikus hatasaiért valéban a térképezéssel
azonositott gén a felelés, genetikai komplementacioval lehetett bizonyitani. Ennek
soran a pPCV701 expresszios vektorba (Koncz és mtsai, 1994) beépitettiik a teljes,
1419 bp méretli cDNS-t (10. 4bra A), majd ezzel a konstrukcidval transzformaltuk a
cpd vonalat. A cDNS-t az Agrobacterium Ti plazmid mannopin-szintaz (mas)
promoterének kontrollja alatt kifejezd transzgenikus ndévényekben helyreallt a vad
fenotipus (10. &bra D). A komplementalt névényekbdl izolalt DNS-en CPD cDNS
probaval végzett Southern-hibridizacié autoradiogramjan jol latszott a cpd allél és a
CPD cDNS jelenléte, valamint a vad CPD allél hianya (10. abra B). Az ugyanezen
novényekbdl készilt 6ssz-RNS mintdban Northern-hibridizaciéval kimutathaté volt a
CPD transzkriptum, amely az er6s mas promoter-aktivitasnak megfeleléen a vad tipusu
kontrollénal nagyobb (mintegy 20-szoros) mennyiségben halmozddott fel (10. abra C).
Mindezek az eredmények meger&sitették, hogy a cpd mutacié kovetkezményeiért

valéban a T-DNS inszerciét hordozé gén sérlilése a felelbs.
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9. &bra: A CPD gén kifejez6dése

A:  Northern-hibridizaciéval  kimutatott CPD  transzkriptum Col-0 eredeti
sejtszuszpenziébdl (sz), valamint egyhetes Col-0 és cpd csirandvényekbdl (cs) izolalt
RNS mintakban. B: A CPD mRNS relativ mennyisége az Arabidopsis egyes
szerveiben. A Northern-hibridizacios vizsgalatokat mintanként 20-20 pug 6ssz-RNS-sel
végeztik.
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10. abra: A cpd mutacié komplementalasa

A: A cpd gén szerkezetének (felsd sor), valamint a komplementaciéhoz hasznalt,
pPCV701 alapu vektor T-DNS régi6janak vazlata. A jelblések a 8. abraéval részben
azonosak, ill. a kdvetkezék: neomicin-foszfotranszferaz (npt), valamint T-DNS eredeti
Ag7 terminator (Ag7), bidirekciondlis mas promoter (pmas), nos prométer (pnos) és
Ag4 terminator (Ag4). A nyilak a gének, ill. szabalyozé szekvenciadk iranyat, az ékek a
Hindlll endonukleaz hasitéhelyeit mutatjak. A betikkel jel6lt Hindlll fragmentumok B
panelen azonositottaknak felelnek meg. B: Southern-blot autoradiogramja a
komplementalt cpd (cpd kompl.), cpd és Col-0 DNS-ek CPD cDNS probaval detektalt
Hindlll fragmentumaival. A betlk az A panelen feltlintetett szakaszokat jeldlik, X: a mas
promoter-CPD kapcsolodast tartalmazé fragmentum. C: A B panelével azonos névényi
anyagbodl szarmazé RNS mintdk Northern-blotjdnak autoradiogramja a CPD cDNS
probaval detektalt CPD mRNS jelekkel. D: Othetes Col-0 (balra) és komplementalt cpd
(jobbra) névények (felsé kép), valamint télevelek (als6 kép) Col-0 (els6 két levél), cpd
(harmadik levél) és komplementalt cpd (utolsé harom levél) ndvényekrél.

4.1.1.3. A CPD kifejez6désének hatasa egyes ,stresszgének” aktivitasara

Tekintettel arra, hogy a cpd mutacié markansan megvaltoztatta a morfogenezist

és a fényszabdlyozott RBCS és CABL1 kifejez8dését, megvizsgaltuk, hogy természetes
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fényviszonyok (LD) mellett a CPD expresszié szintjének valtozasaibél adodéd
szuboptimalis fiziologias viszonyok befolyasoljak-e ismerten stressz-indukélt gének
aktivitasat. llyen kortlmények kdzott - szemben a s6tétben nevelt csiranévényekkel - a
RBCS és CABL1 transzkriptumok szintjet a CPD hianya vagy tultermel6dése nem
befolyasolta. Szintén valtozatlannak bizonyult az alkalikus peroxidaz (PRXR1), réz-cink
szuperoxid-diszmutaz (CSD1), glutation-S-transzferdz (GST2), 70-es hd&sokk-protein
(HSP70) és a ligninképz6 peroxidaz (PER21) kifejez6dése. Ezzel szemben a cpd
névényekben a chalkon-szintaz (CHS), lipoxigenaz (LOX2), S-adenozilmetionin-
szintetaz (SAM1), 18.2 hdésokk-protein (HSP18.2) és alkohol-dehidrogendz (ADH1)
transzkriptumok er6teliesebben halmozoédtak fel, mig ugyanezen mRNS-ek
mennyisége a vad tipusi és komplementalt cpd vonalakban nem mutatott érdemi
kilonbséget. Ezekkel a stressz-reszponziv génekkel ellentétben a patogén-indukalhatd
PR1, PR2 és PR5 transzkriptumai a cpd mutansban a vad tipusénal alacsonyabb, a

komplementalt névényekben pedig magasabb szintet mutattak (11. abra).
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11. abra: Fény- és stressz-regulalt gének mRNS szintjének 6sszehasonlitasa cpd, ill.
CPD-tultermel ndévényekben

Kéthetes, rovidnappalos korlilmények kbzt nevelt csirandvények 6ssz-RNS mintaival
(20-20 ug) végzett Northern-hibridizaciés kisérletek autoradiogramjai. Probaként a
kovetkez6 proteinek cDNS szekvenciait hasznaltuk: ribuldz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz
kis alegység (RBCS); klorofill a/b-koté fehérje (CABL); alkalikus peroxidaz (PRXR1,
At4g21960); réz-cink szuperoxid-diszmutaz (CSD1, Atl1g08830); glutation-S-
transzferdz (GST2, At4g02520); hésokk-protein 70 (HSP70, At5g49910); ligninképzd
peroxidaz (PER21, At2g37130); chalkon-szintaz (CHS, At5g13930); lipoxigenaz
(LOX2, At3g45140); S-adenozilmetionin-szintetaz (SAM1, At1g02500); hésokk-protein
18.2 (HSP18.2, At5g59720); alkohol-dehidrogenaz  (ADH1, Atlg77120);
PATHOGENESIS-RELATED 1 (PR1, At2g14610); B-1,3-glukandz (PR2, At3g57260);
PATHOGENESIS-RELATED 5 (PR5, At1g75040).
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4.1.1.4. A CPD gén egy citokrom P450 monooxigenazt kédol

Szekvenciajanak vizsgalata alapjan a CPD gén nyolc exont tartalmaz,
amelyekkel az ismert cDNS szekvenciak (Un. EST-k) kdzil szamos komplementernek
bizonyult. Ezek eredete arra utalt, hogy a CPD az Arabidopsis valamennyi szervében
kifejez6dik. Ezt megerdsitették Northern-hibridizaciés analiziseink, melynek soran a
csirandvényekben és viragokban a tdlevelekénél magasabb, mig a gyokérben,
viragszarban és z6ld bec6kben annal alacsonyabb mRNS-szintet tudtunk detektélni (9.
abra B).

A CPD cDNS egy 472 kodonbdl allo, 53785 Da molekulatdmegi fehérje
terméket kddolt. Ennek aminosav-szekvenciaja jol felismerheté homoldgiat mutatott az
adatbazisokban elérhetd néhany citokrdm P450 monooxigenazéval, elsésorban ezek
sejtmembranhoz kapcsolédd, prolin-gazdag, valamint oxigén- és hem-kotd régidiban
(12 abra). Valamennyi jellegzetes domén megléte és a hem-kotd motivum rendkivl
konzervalt aminosavainak egyezése egyértelmiien jelezte, hogy a CPD termék egy
endoplazmatikus retikulumra jellemzd, funkcionalis P450 enzim.

A CPD az ismert P450-ek kozil a kukoricabdl (Zea mays) azonositott Dwarf3-
mal (gibberellin 13-hidroxilaz; Winkler és Helentjaris, 1995) mutatta a legmagasabb
szintl (28%) aminosav-szekvencia egyezést. Ez a P450 nomenklatdra szabalyai
(Nebert és mtsai, 1991) szerint azt jelentette, hogy a CPD egy 6nall6, Uj P450 csoport,
a CYP9O0 csalad prototipusanak tekintend®.

4.1.1.5. A cpd mutans fenotipusanak helyredllitasa BR szarmazékokkal

Ismert volt, hogy a fitohormon szabalyozas defektusai torpeséget okozhatnak.
Tobb ilyen jellegl Arabidopsis mutanst is leirtak, melyekben a gibberellinek szintézise
vagy érzékelése (Koornneef és van der Veen, 1980; Koornneef és mtsai, 1985), az
auxinok (Wilson és mtsai, 1990) vagy az etilén (Kieber és mtsai, 1993) szignalatviteli
folyamatai sériiltek. Tekintettel arra, hogy a névényi P450-ekrél rendelkezésre allé gyér
ismeretek mellett is ismert volt, hogy ezen enzimeknek szerepik van néhany
fitohormon szintézisében (Durst és Nelson, 1995), megvizsgaltuk, hogy a cpd

névények torpe fenotipusa menekithet6-e az ismert fitohormonokkal val6 kezeléssel.
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12. dbra: A CYP90 aminosav-szekvenciajanak homologiaja névény és allati eredeti

P450 proteinekkel

A CYP90 és a vele szamottevé aminosav-szekvencia egyezést mutat6é P450-ek:
CYP88 (Zea mays, GenBank U32579), CYP71B1 (Thlapsi arvense, GenBank L24438),
CYP76A2 (Solanum melongena, GenBank X71657), CYP73 (Helianthus tuberosus,
GenBank zZ17369), CYP2B1 (Rattus norvegicus, GenBank J00719), CYP21A2 (Homo
sapiens, GenBank S29670). A maximalis egyezést adé illesztéseknél a CYP90-nel
egyez6 aminosavak sotét hattérrel szerepelnek. A szekvencia oszlopok f6lott a
konzervalt régiok, alattuk a P450-ekre jellemzd er6sen konzervalt aminosavak vannak

megjeldlve. Az abra jobb oldalan a sorvégi aminosavak sorszama lathaté.
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Kisérleteinkben a cpd névényeket az egyes hormonfajtdkat tartalmazé MS
médiumon DD és LD fényviszonyok mellett csiraztattuk és neveltik egyhetes korig.
Ennek soran az auxin, gibberellin és citokinin szarmazékok, valamint az abszcizinsav,
etilén, jazmon- és szalicilsav jelenléte nem befolyasoltdk szamottevéen a mutans
fenotipusat (nem bemutatott adatok). Markans hatast és a vad tipuséhoz hasonlé
csirandvény morfolégiat eredményezett viszont egy BR szarmazék, a BL alkalmazasa,
amely mar 5 nM Kkoncentraciotdl a sejtek, és ezzel egyitt a levelek erételjes
megnyulaséat idézte el6 (13. abra B). Mivel ismert volt, hogy gombakban és allatokban
a P450 monooxigenazoknak fontos szerep jut a szteroid hormonok, tébbek kozt a BR-

okhoz szerkezetileg igen hasonl6 ekdizonok bioszintézisében (James, 1989), ez az
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13. dbra: A cpd mutans vad fenotipusa BR-okkal helyreallithatd

A: A BR bioszintézis anyagcsereutja (Fujioka és mtsai, 1995a).

B: BR-mentes (-), ill. 200 nM kampeszterolt (CL), kataszteront (CT), teaszteront (TE),
3-dehidroteaszteront (DT), tifaszterolt (TY), kasztaszteront (CS), vagy BL-ot tartalmazo
MS médiumon, DD (5 nap, bal oldali panelek) vagy LD (14 nap, jobb oldali panelek)
korilmények kdzt nevelt cpd és Col-0 csirandvények fenotipusa.
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eredmény arra utalt, hogy a CPD gén a BR anyagcsereut egy fontos P450 enzimét
kodolja.

In vivo metabolit-konverziés kisérletek eredményeként ismertek voltak a BR
bioszintézis f6bb 1épései (Fujioka és mtsai, 1995a; Suzuki H és mtsai, 1995; Choi és
mtsai, 1997), ami lehet6séget kinalt a CPD/CYP90 funkci6janak pontosabb
behatarolasara. Varhaté volt ugyanis, hogy bar a cpd névényekben a BR-ok szintézise
a mutacio kovetkezményeként valamelyik konverzids |épésnél elakad, a hianyz6 enzim
termékével, vagy az ezt kovetben képzddd intermedierek barmelyikével kezelt
mutansban a biolégiailag aktiv BR-ok képz&dése helyreallithaté. Ezen un. feeding
rescue” Kkisérletek soran cpd magokat csiraztattunk és neveltiink olyan
petricsészékben, melyekben az MS médiumot egy-egy BR intermedierrel, illetve a
szintézisut végtermékének tekintett BL-dal egészitettiink ki. A DD és LD koérilmények
kozt elvégzett tesztben a korai prekurzoroknak szamité6 kampeszterol és kataszteron
hatastalannak bizonyult, ugyanakkor a teaszteron, 3-dehidroteaszteron, tifaszterol,
kasztaszteron vagy BL a csirandvényeknek a vad tipuséhoz hasonl6 fejlédését idézte
elé (13. abra A, B). Tekintettel arra, hogy a menekitési kisérletekben hatasos BR
szarmazékok kézds vonasa a C-23 pozicidban hidroxilalt szteroid oldallanc volt, ezek
az eredmények arra engedtek kovetkeztetni, hogy a CPD/CYP90 a BR-ok szintézise

soran a C-23 hiroxilacios lépést katalizalja.

4.1.1.6. BR kezelés hatasa mas Arabidopsis hipokotil mutansokra

Hasonlé, hormonnal kiegészitett médiummal végzett kisérletekkel vizsgaltuk,
hogy a BR-ok miként hatnak mas, rovid hipokotillal rendelkezd Arabidopsis mutansok
novekedésére. A hipokotil-elongacié fénygatlasanak hatasat kikiiszobdlendd ezeket a
teszteket DD viszonyok mellett végeztiik (14. abra). A gibberellin bioszintézisben (ga5)
vagy érzékelésben (gai) sérilt mutansok BR (24-epikasztaszteron és 24-
epibrasszinolid) kezelésre csupan kismértékii (< 20%) elongacioval reagaltak.
Hasonl6an elhanyagolhaté hatast tapasztaltunk az etol etilén-tultermelé vonal
esetében. Az etilén-inszenzitiv etrl-nél ezzel szemben 50-80%-0s hipokotil-ndvekedést
lehetett el8idézni. Az auxinra és etilénre egyarant rezisztens axr2 és a konstitutiv
fotomorfogenikus detl BR hatasra hasonld mértékii megnyulassal, valamint a
sziklevelek kiteriilésével és gyokér rovidiléssel valaszolt. Erételies (> 80%-0s)
elongaciés hatas nyilvanult meg tobb tesztelt fotomorfogenikus mutans (copl-16,

diml), és embridletalis fusca mutans (fus4, fusb, fus6-T, fus7, fus8, fus9, fusll és



53

fus12) esetében is, mig a copl-13, det3, valamint fus6-G a kezelés hatasara nem

mutatott szignifikdns megnyulast (14. 4bra).

14. 4bra: BR kezelés hatdsa sttétben nevelt Arabidopsis mutansok hipokotiljanak
megnyulasara

Otnapos, DD korilmények kozott csiraztatott és nevelt csiranévények. A képenként
bemutatott négy-négy noévény kozil az elsd taptalaja hormonmentes volt (kontroll), a
masodiké ergoszterolt (szteroid kontroll), a harmadiké 24-epikasztaszteront, a
negyediké 24-epibrasszinolidot tartalmazott 100 nM koncentracidban.

4.1.1.7. A cpd mutans vizsgalatanak jelentésége

Bér az 1990-es évek kdzepére a BR-ok ndvekedést befolyasold szerepérdl igen
sok empirikus adat gylilt 6ssze (Mandava, 1988; Sakurai és Fujioka, 1993), ezeknek a
szteroidoknak a pontos élettani funkciéi ismeretlenek maradtak. Mig a BR kezelés
hatasat tobb novényfaj esetében részletesen leirtdk, nem volt ismert, hogy miként
fejlédnek a novények ezen regulatorok nélkil. A cpd, és a vele egyidejileg BR-
deficiens mutansként azonositott Arabidopsis det2 (Li JM és mtsai, 1996) és cbb

mutansok voltak az els6ként megismert olyan névények, amelyeken a BR szabalyozas
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hianyanak morfolégiai és funkcionalis kbvetkezményeit tanulmanyozni lehetett (Clouse,
1996b).

Az erre vonatkozé irodalmi adatok ellentmondasossaga ellenére ma
altalanosan elfogadott, hogy BR kezeléssel javithaté egyes haszonndvények stressz-
rezisztencigja - els6sorban szarazsag- és hidegtiirése - a termésfejlédés idészakaban
(Mandava, 1988; Kamuro és Takatsuto, 1999; Krishna 2003). E hatas Osszefligghet
azzal, hogy szadmos gén (Missig és mtsai, 2002) és élettani funkci6é (Steber és
McCourt, 2001; Rodrigues és mtsai, 2009; Zhang és mtsai, 2009) szabdalyozasa
tekintetében is a BR-0k az abszcizinsav antagonistainak bizonyultak. A CHS és mas
stressz-reszponziv géneknek a cpd mutansban tapasztalt indukciéja 6sszhangban van
azokkal a korabbi eredményekkel, hogy az antocianin termel6dés BR kezeléssel
szuppresszalhaté (Mandava, 1988), és hogy a CHS mas BR-deficiens vonalakban,
példaul a det2-ben is fokozottan expresszalodik (Chory és mtsai, 1991). Ujabban a
det2 esetében oxidativ stresszhatasokkal szembeni fokozott rezisztenciaroél, és az ezt
biztosité protektiv gének aktivaciéjarol is beszamoltak (Cao SQ és mtsai, 2005).

Kevéssé ismertek azok a folyamatok is, melyek BR kezelést kdvetéen fokozzak
a novények ellenallbképességét kulonbdz6 patogénekkel szemben. A védelem széles
spektruma és az ismert védekezési mechanizmusok szignalltjaitol valé fiiggetlensége
a BR el6kezelés egyfajta altalanos kondicionalé hatasara utal (Nakashita és mtsai,
2003). Ezek a vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy az altalunk is vizsgalt patogén-
indukalt proteinek dohany ortolégjainak génjei BR kezelésre nem indukalddtak
(Nakashita és mtsai, 2003). Ez megerésiteni latszik azt a feltevésiinket, hogy a
komplementalt cpd névényekben a PR gének fokozott kifejez6dését nem a fokozott BR
szintézis, hanem a tultermelt, természetes redox-partner nélkil maradt P450-t6l eredé
oxidativ szabadgyokdk okozzak.

A CPD/CYP90 (jelenlegi besorolas szerint: CYP90AL1) enzim katalitikus szerepe
maig nem tisztazott. A cpd fenotipusanak C-23 hidroxilalt BR formakkal valé
menekithetésége ellenére a C-23 funkciénak ellentmond, hogy a mutansban GC-MS
analizissel a korai intermediernek szamité 22-hidroxikampeszterol (3. abra)
felhalmozédasat tudtuk kimutatni (Ohnishi és mtsai, 2007), hogy a heterolég
rendszerben kifejeztetett enzim in vitro a C-23 hidroxilacios reakciét nem, viszont a 22-
hidroxikampeszterol — 22-kampeszt-4-en-3-on (22-OH-4-en-3-on) C-3 oxidaciés
Iépést (3. abra) preferaltan katalizalta (Ohnishi és mtsai, 2007), és hogy az utdbb
altalunk azonositott, in vitro is aktiv két C-23 hiroxilaz (CYP90C1 és CYP90D1)

hianyaban a vad CPD allélt hordoz6 névények is BR-deficiens torpe fenotipust adtak.
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Az in virto kisérletek alapjan a cpd névényekben a szteroid-3B-oxidaz aktivitas hidnya
lenne véarhatd, viszont ennek nem 23-hidroxilalt termékei a menekitési tesztekben
inaktivnak bizonyultak (sajat publikdlatlan adataink). Mivel az Arabidopsis esetében
CYP90AL1-t6l figgetlen szteroid 3B-oxidacio, és tobb ilyen reakciéra képes, nem P450
enzim is ismert (Ohnishi és mtsai, 2007), a cpd névényekben e redundans funkcio
hianya nehezen tettenérhetd. Mindenesetre a pontos biokémiai funkcié ismerete nélkiil
is bizonyos, hogy CYP90A1l hianyaban a BR-ok C-23 hidroxilaciéja gatolt, amit
egyrészt az endogén 23-hidroxilalt intermedierek rendkivil alacsony szintje, masrészt
az ilyen novények fenotipusanak 23-hidroxilalt szarmazékokkal vald hatékony
menekithetésége is mutat.

Vizsgélataink soran az Arabidopsis rovid hipokotili mutansai a BR kezelésre
kilonbdzéképpen reagaltak. Bar ezek kdzil késébb csupan a diml-rél dertlt ki, hogy
egy BR prekurzor szteroid szintézisének gatlasa révén (Klahre és mtsai, 1998) BR-
hianyos, a hormonkezelésre tdbbik is a vad tipusénal Iényegesen erdteljesebben
valaszolt. Ez valésziniileg részben a BR-ok més hormonok effektivitasat is befolyasolo
hatasanak (Mouchel és mtsai, 2006), részben pedig annak kdszdnhetd, hogy az
optimalis hosszusagu hipokotil sejtek BR hatasara mar csak korlatozottabb elongaciéra

képesek (Clouse és mtsai, 1993).

4.1.2. Az Arabidopsis cbb mutansok jellemzése

[A részfejezet alapjaul szolgald publikacié: Kauschmann A, Jessop A, Koncz C, Szekeres M,
Willmitzer L, Altmann T (1996) Genetic evidence for an essential role of brassinosteroids in
plant development. Plant J 9: 701-713]

A cpd mutans funkcionalis jellemzésével parhuzamosan egy masik, a Thomas
Altmann laboratériumaban (Institut fiir Genbiologische Forschung, Berlin) Ac/Ds
transzpozon inszerciéval létrehozott mutansgyijtemény harom térpe mutansa (Altmann
és mtsai, 1995) esetében is valoszinisithetd volt, hogy ezek BR-deficiensek, ill. -
inszenzitivek lehetnek. A cbb (cabbage) vonalak, a cbbl, cbb2 és cbb3 vizsgalata
révén Ujabb ismeretekre szamithattunk a BR szabalyozas jelentéségére és
szabdalyozasara vonatkozoan.

Vizsgalataink célja annak felderitése volt, hogy a cbb mutansok valéban a BR
szabdalyozasban sériltek-e. Amennyiben igen, allelizmus tesztekkel tisztazni akartuk,
hogy a harom mutéacio kilénb6z6 géneket érint-e, és hogy ezek azonosak lehetnek-e a
mar ismert BR-bioszintetikus gének, a CPD vagy DET2 (Li JM és mtsai)

valamelyikével. Uj funkciok esetén vizsgalni kivantuk a mutaciok altalanos expresszios
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hatasait is, féként olyan génekkel kapcsolatbhan, amelyeknek fontos szerepuik lehet a

sejtmegnyulasi folyamatokban.

4.1.2.1. A cbb mutansok de-etiolalt fenotipusuak

Az Arabidopsis Col-0-val azonos izolatumbdl eredd C24 okotipusaban létrejott
cbb mutaciok torpe fenotipust eredményeztek. Az (iveghazban nevelt névények
lekerekitett, rovid nyell leveleket fejlesztettek, a magassaguk kifejlett allapotban pedig
a cbbl-nél mintegy 25, a cbb2 és cbb3 esetében pedig kb. 5-6%-a volt a vad
tipusénak. A mérsékeltebb fenotipust cbbl fertilis viragzatot fejlesztett, az extrém
torpe cbb2 és cbb3 mutansok igen révid tengelyen Ul viragai viszont terméketlenek
voltak (15. abra A-D).

A DD korilmények kézt csiraztatott cbb mutansok fenotipusa (15. abra E) a
szintén rovid hipokotil, szétnyilt szikleveleket fejleszté de-etiolalt/konstitutiv
fotomorfogenikus (det, cop) mutansokéra hasonlitott (Chory, 1993; Deng, 1994). A vad

15. dbra: Az Arabidopsis cbb mutansok morfolégigja

A: Haromhetes, talajban, hosszinappalos viszonyok mellett nevelt vad tipusi C24 (bal
fels6), cbbl (jobb felsd), cbb2 (bal als6) és cbb3 (jobb alsdé) ndvények. B: MS
médiumon LD ciklusban nétt haromhetes ndvények. Balrdl jobbra C24, cbbl, cbb2 és
cbb3. C: Othetes, talajpan nétt cbbl névény fertilis viragzattal. D: Hathetes, in vitro
nevelt cbb2 névény rovid, steril viragzattal. E: Sotétben 11 napig csiraztatott és nevelt
csirandvények morfogenezise. Balrdl jobbra C24, cbbl, cbb2 és cbb3.
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tipuséhoz viszonyitva a cbbl csirandvények hipokotiljanak hossza csak 40% kordl
maradt, a cbb2 és cbb2 novényeknél pedig még markansabb redukcié volt
megfigyelhetd (4. tablazat). Azt tapasztaltuk, hogy e tekintetben a cbb mutansok
viselkedése eltér a gibberellin-deficiens (ga4-1, ga5-1) és -inszenzitiv (gai-1), szintén
torpe mutansokétdl, mivel sététben ezek hipokotil hossza a vad tipusénak 60-80%-a

volt, és a sziklevelek is normalis etiolalt fejlédést (szkotomorfogenezist) mutattak.

4. tablazat: Fényben és sotétben nevelt cbb mutansok hipokotiljanak hossza

fényben nétt sotétben nétt
csiranévény mm vad tipus %-a mm vad tipus %-a
Col-0 3,0+0.63 100 18,0+ 0,14 100
chbl 1,2+0,24 40 8,0+ 0,08 44
cbb2 0,51+0,13 17 1,1+0,11 6
cbb3 0,54 £ 0,10 18 1,98 + 0,03 11

A csirandvények hoszunappalos ciklusban, ill. s6tétben csiraztak és néttek 11 napig. Az adatok
és szorés értékek 10-10 fliggetlen mérésbdl szarmaztak.

Egyhetes, fényben nevelt csirandvények hipokotil hosszmetszetének vizsgalata
a mutans novényekben a sejtek méretének és alakjanak megvaltozasat mutatta. A
mezofill sejtek a vad tipusra jellemz6 elongaltsaggal szemben jérészt izometrikusak
voltak, és az egyes vonalakban a sejtek rovidulése jol korrelalt a fenotipus erésségével
(16. 4bra B, E, H, K). Ez azt mutatta, hogy a cbb mutansok térpeségét elsédlegesen a

sejtmegnyulas hianya okozza.

4.1.2.2. A cbb mutansok genetikai vizsgalata

A cbb mutaciok egymashoz, ill. a mar ismert konstitutiv fotomorfogenikus
hatast mutaciékhoz val6 viszonyat genetikai analizissel vizsgaltuk. Allélizmus teszttel
kimutathaté volt, hogy a cbbl, cbb2 és cbb3 Iézidk kiilonb6zé I6kuszokat érintenek.
Megallapithato volt ugyanakkor, hogy paronként a cbb3 és a cpd, valamint a cbbl és a

szintén torpeséget okoz6 dwfl (Feldmann és mtsai, 1989) mutaciok izoallélikusak.
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A Konieczny és Ausubel (1993), valamint Bell és Ecker (1994) altal kidolgozott
molekularis genetikai markerek felhasznalasaval a cbbl mutaciét az Arabidopsis 3.
kromoszdmajanak felsé karjara lehetett térképezni, az nga 172-t6l 16,71 £ 6,9, az nga
162-t61 3,9 + 2,3, a GAPA-tdl 21,18 + 9,3 cM tavolsagra. Hasonl6 médon a chb2
helyzete a 4. kromoszoma als6 karjara (DHS-t6l 2,9 + 1,6 cM), a cbb3 pedig az 5.
kromoszéma felsé karjara (nga 151-t6l 7,6 £+ 3,1, nga 106-t6l 11,29 + 6,6 cM) volt
lokalizalhat6. A mutaciok térkép pozicidibol megallapithatd volt, hogy azok az ismert
de-etiolalt (detl, det2 és det3) és konstitutiv fotomorfogenikus (copl és cop9)

mutansokétdl kilonbozdé 16kuszokat érintenek.

4.1.2.3. Fitohormonok hatasa a cbb mutansok fenotipusara

Feltételezve, hogy a cbb mutansok térpesége a hormonadlis szabalyozas
zavarabol eredhet, megvizsgaltuk, hogy miként befolyasoljak fejlédésiiket az ismert
fitohormonok, valamint az ezek hatasat modositd vegyiletek. Kisérleteinkben
egyhetes, LD fényperiédusokban MS taptalajon csiraztatott és nevelt cbbl, cbb2 és
cbb3 csirandvényeket helyeztink at friss, hormont (vagy hormon antagonistat)
tartalmazé médiumra, majd a novények fenotipusat tovabbi egyhetes, valtozatlan
korilmények kodzt valé nevelés utan értékeltiik. A kiegészitett médiumok 0,01-1 uM
auxint (indol-3-ecetsav, 2,4-D), gibberellint (GAs, GA,), citokinint (kinetin), auxin
transzport inhibitort (TIBA), vagy etilén bioszintézis inhibitort (AIB), tovabba
jazmonsavat (7 pM), pCIB-t (auxin antagonista; 0,1-1 uM), etefont (etilénképzd
vegyulet; 0,1-1 mM), vagy ezistnitratot (etilén érzékelés gatlo; 100 yM) tartalmaztak.
Mindezen kezelések sordan nem tapasztaltunk érdemi kilonbséget a vad tipusu és a
cbb csirandvények reakcidi kozott. Jellemz&en a GA; és GA, a levélnyelek minimalis
megnyujtasan tal nem befolyasolta a mutansok fenotipusat, mig a gibberellin-deficiens
(Koornneef és van der Veen, 1980) és -inszenzitiv (Koornneef és mtsai, 1985) térpe

Arabidopsis vonalak esetében azok vad fenoképiajat eredményezte.
4.1.2.4. A cbb mutacidk a BR-fliggé novekedésre hatnak
A fent leirt fitohormon kezelésekkel ellentétben egy azonos médon alkalmazott

BR szarmazék, a 24-epikasztaszteron hatasara a cbbl és cbb3 névények fenotipusa a

vad tipusétél megkulonboztethetetlenné valt. Ezeknél a mutansoknal a hipokotil,
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16. dbra: 24-epibrassszinolid hatasa a cbb mutansok morfol6giajara

MS médiumon hosszunappalos ciklusban nevelt kéthetes nevelt vad tipusu C24 (A-C),
valamint cbbl (D-F), cbb2 (G-I) és cbb3 (J-L) mutédnsok. Az A, D, G és J képeken
balrél jobbra az egyes csiranévények médiuma hormonmentes volt, ill. 0,01, 0,1, vagy
1 pM 24-epikasztaszteront tartalmazott. A mikroszképos felvételeken bemutatott
hipokotil hosszmetszetek hormonmentesen, vagy 1 upM 24-epikasztaszteron
jelenlétében nétt kéthetes novényekbdl késziltek. A 1épték 100 pum-t jeldl.

levélnyél és gydkér megnyulasat, valamint a levéllemez kiterlilését tapasztaltuk, mig a
cbb2 fenotipusa 24-epikasztaszteron jelenlétében is valtozatlan maradt (16. abra A, D,
G, J). A hipokotil hosszmetszetek szovettani vizsgalata a cbbl és cbb3
gyokérparenchima sejtjeinek erbteljes megnyulasat mutatta ki a BR kezelés hatasara,
mig kisebb meértéki elongacios hatas a vad tipus esetében is megfigyelhetd volt. A
cbb2 ndvényeknél ugyanakkor a 24-epikasztaszteron a hipokotil sejtek morfolégiajat
sem vdaltoztatta meg (16. abra B, C, E, F, H, |, K, L).

A cbbl és cbb3 ndvények esetében a 10 nM és 1 pM koézti tartomanyban
alkalmazott 24-epikasztaszteron kezelés koncentracié-fliggé médon hatott, mig a cbb2
hipokotiljanak hosszat nem befolydsolta (17. abra). A biol6giai tesztek szerint (Fujioka
és mtsai, 1995b) a 24-epikasztaszteronnal aktivabb 24-epibrasszinolid hasonlo
mértékben hatott a cbb3 ndvényekre DD kordlmények kozt, viszont kevésbhé
serkentette a cbbl mutans novekedését, és a vad tipust csiranévényeknél mar
csokkent megnyulast okozott (18. abra). Ez a hatas 6sszhangban all az optimalis feletti
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BR koncentracioknal leirt nbvekedésgatldé hatassal (Clouse és mtsai, 1993), amely a

gyOkerek esetében mar két nagysagrenddel alacsonyabb koncentraciénal érvényesiil.
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B 0,25 uM 24-epikasztaszteron
& 0,5 pM 24-epikasztaszteron
B 0,75 uM 24-epikasztaszteron
M 1 pM 24-epikasztaszteron

17. dbra: 24-epikasztaszteron hatasa a hipokotil-megnyulasra fényben

Kilénb6zd  koncentraciéju  24-epikasztaszteront tartalmaz6 MS  médiumon,
hosszUnappalos korilmények kozt csirdztatott és nevelt 11 napos novények
hipokotiljanak hossza. Az adatok 50-50 mérés atlagai a szoras értékekkel.

25
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18. dbra: 24-epibrasszinolid hatasa a hipokotil-megnyulasra sététben

Hormonmentes és 24-epibrasszinolidot tartalmazé MS médiumon, folyamatos sttétben
csiraztatott és nevelt 11 napos novények hipokotiljaAnak hossza. Az adatok 50-50
mérés atlagai a szoras értékekkel.
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1. 24-epikasztaszteron 2. (22S,23S)-homobrasszinolid 3. 24-epibrasszinolid 4. B-szitoszterol
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5. sztigmaszterol 6. sztigmasztanol 7. sztigmata-4,22-dien-3-on
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8. ergoszterin 9. a-ekdizon 10. B-ekdizon 11. koleszterin

19. dbra: A cbb mutansok jellemzése soran hasznalt szteroid vegyuletek
1-3: Biologiai tesztekben aktiv BR-0k; 4-11: egyéb természetes szteroidok.

A fenotipikus menekité hatas specificitasanak tisztazasa végett megvizsgaltuk,
hogy a cbbl és cbb3 fenotipusat mas szteroid vegyuletek miként befolyasoljak. Ezen
kisérletek soran (22S,23S)-homobrasszinolidot, 24-epibrasszinolidot (szintetikus BR
szarmazékok), [-szitoszterolt, sztigmaszterolt, sztigmasztanolt, sztigmasszta-2,24-
dien-3-ont (névényi membran szterolok), ergoszterint (gomba szterol), a- és B-ekdizont
(rovar hormonok), valamint koleszterint hasznaltunk (19. abra) 0,1-1 uM-os
tartomanyban. Azt tapasztaltuk, hogy a cbbl és cbb3 névényekben a fenotipus
korrekcidjat csak a harom BR szarmazékkal lehetett kivaltani, mig a tobbi szteroid
vegyilet hatastalan volt (nem bemutatott adatok). Ezek a tesztek azt mutattak, hogy a
mutéaciok nem altalaban a szteroidok, hanem specifikusan BR-ok szintézisben okoznak
zavart.

Annak megerfsitésére, hogy a cbb mutaciok alapvet6en kulénbdznek az
Arabidopsis ismert, gibberellin-hianyos és -inszenzitiv térpe mutansaitdl, megnéztik a
BR kezelés hatasat az utébbiakra is. Bar a 0,5 pM 24-epibrasszinolid jelenlétében
csiraztatott és nevelt gibberellin-deficiens gal-1, ga2-1, ga3-1, ga4-1 és gab-1,
valamint a gibberellinre érzéketlen gai-1 mutansok esetében mérsékelt hipokotil-
megnyulas volt tapasztalhatd, a levélnyelek és a levéllemez fejlédését a BR kezelés
nem befolyasolta (20. abra). Ezek a kisérletek igazoltdk, hogy a gibberellin és BR
mutansok  torpesége  fliggetlen  szignalatviteli utak  mikddési  hibainak

kovetkezményeként alakul ki.
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ga4-1

20. abra: BR kezelés hatasa gibberellin-deficiens és -inszenzitiv Arabidopsis
mutansokra

Az egyes képeken 11 napos gibberellin-deficiens (gal-1, ga2-1, ga3-1, ga4-1, ga5-1)
és -inszenzitiv (gai-1) térpe mutansok lathatok, amelyek hormonmentes (bal oldali
névények), ill. 0,5 pM 24-epibrasszinolidot tartalmazé MS médiumon (jobb oldali
névények), hosszinappalos kérilmények kdzt csirdztak és néttek.

4.1.2.5. A cbb mutaciok génexpresszids hatasa

A menekitési kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a cbb mutansok térpe
fenotipusat a cbbl és cbb3 novények BR-deficiencigjanak, illetve a cbb2 BR-
inszenzitivitasanak hatasara bekdvetkezd csokkent sejtmegnyullds okozza. Ezért
megvizsgaltuk a sejtfal fellazulasaban és atrendez6désében fontos szerepet jatszéd
xiloglikan-endotranszglikozilaz enzimcsalad tagjait kédolé6 TCH4 (Braam és Dauvis,
1990) és a MERI5 (Medford és mtsai, 1991) gének kifejez6dését BR-mentes, ill. 0,5
MM 24-epibrasszinolidot tartaimazé MS médiumon nétt kéthetes vad tipusu és cbb
csirandvényekben. Northern-hibridizacios analizissel a BR kezelés nélkil nevelt cbb
mutansokban a kezeltekénél, valamint a vad tipusénal alacsonyabb TCH4 és MERI5
transzkriptumszintet lehetett kimutatni. A BR-hianyos cbbl és cbb3 névényekben a 24-
epibrasszinolid kezelés a kétféle mRNS akkumulaciéjat eredményezte, mig a BR-ok
érzékelésében sérilt cbb2-nél a kezelt és kezeletlen mintakban a transzkriptumok

mennyisége kdzel azonos volt (21. dbra A).
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21. dbra: BR- és gibberellin-indukalhaté gének expressziéja a cbb mutansokban

MS médiumon hosszlnappalos fényciklusban nevelt, kezeletlen (-), ill. BR-, vagy
gibberellin-kezelt (+) haromhetes névények RNS mintadinak Northern-hibridizaciés
analizise. A ndvények a masodik hét végetdl kerlltek 0,5 uM 24-epibbrasszinolidot (A),
vagy 1 uM GAs-at (B) tartalmazé taptalajra. Hibridizaciés probaként az Arabidopsis
TCH4 (At5g57560), MERIS (At4g30270) és TIP1 (At2g36830) *’P-jeldlt cDNS-ét
hasznaltuk. Az autoradiogramok alatt mintafelviteli kontrollként a hibridizacios
membranokhoz kotétt, etidium-bromiddal festett RNS-r6l készilt felvételek lathatok.

Tekintettel arra, hogy a MERI5 gén expresszidja gibberellinel is indukalhato,
hasonl6 RNS-hibridizacids kisérlettel hataroztuk meg, hogy mRNS-ének szintje a
mutansokban miként valtozik gibberellin kezelés hatdsara. GA; hozzaadasaval a
MERI5 transzkriptum mennyisége mind a vad tipust, mind a mutans névényekben
novelhetd volt, beleértve a cbb2 vonalat is (21. abra B). Meglepd moédon a kontrollként
hasznalt, szintén gibberellin-indukalhaté TIP1 génnél (Phillips és Hutty, 1994) a cbb
mutansokban a vad tipushoz viszonyitva derepresszié volt megfigyelheté, ami a

hormonindukalhatésag csokkenésével jart egyitt (21. abra B).
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4.1.2.6. A BR-ok a fitohormonok 6nall6 csoportjanak tekinthetok

Az Arabidopsis néhany tdrpe mutansardl tudott volt, hogy novekedési
defektusuk oka gibberellin-deficiencia (Koornneef és van der Veen, 1980),
gibberellinekkel (Koornneef és mtsai, 1985), vagy auxinokkal (Wilson és mtsai, 1990)
szembeni inszenzitivitas, illetve az etilén szignallt konstitutiv aktivitasa (Kieber és
mtsai, 1993). A fitohormonokkal és azok antagonistaival végzett kezelések
eredményei, valamint a gibberellin-hianyos és -rezisztens vonalak BR reakcioi alapjan
a cbb névények az ismert torpe mutansokétol alapvetéen kiilénb6z6, énallé csoportot
alkottak.

A cpd, det2 és cbb mutansok jellemzését kévetben rovidesen ismertté valt,
hogy az Arabidopsisbdl és mas ndvényfajokbdl ismert térpe mutansok jelentds része
BR-hianyos (Nomura és mtsai, 1997; Azpiroz és mtsai, 1998; Klahre és mtsai, 1998;
Bishop és mtsai, 1999), és hogy ezekéhez rendkivil hasonl6é fenotipust mutatnak a
BR-ok érzékelésében sérilt mutansok is (Clouse és mtsai, 1996; Li JM és Chory,
1997). A BR-deficiens Arabidopsis vonalak torpe fenotipusadnak erfssége az egyes
mutansok esetében kilonb6z6. Bar a teljes funkciovesztést okozé diml, det2, dwf4 és
cpd mutaciok mas-mas bioszintetikus funkciét inaktivalnak, GC-MS analizissel ezen
vonalak mindegyikében kimutathaté volt nyomokban az aktiv BR formak jelenléte
(Szekeres és Bishop, 2006), ami az érintett enzimek bizonyos foku funkcionalis
redundanciajara utal. A cpd esetében ennek igen kis mértékét jelzi, hogy valamennyi
mutans kozt ez mutatja a legextrémebb tdrpe fenotipust.

A cpd-hez hasonléan a szintén sulyosan BR-hianyos det2, diml és dwf4
mutansok esetében leirtak azok de-etiolalt/konstitutiv fotomorfogenikus fenotipusat,
amit sotétben az etiolaciora jellemz6 megnyulas és a sejtmagi fényregulalt gének
represszidjanak hianya mutat (Chory és mtsai, 1991; Azpiroz és mtsai, 1998; Klahre és
mtsai, 1998). A jelenség alapos, a génexpresszidos mintazatok 6sszehasonlitdsan
alapuld vizsgalata feltarta, hogy ezeknél a vonalaknal a fényszabalyozas defektusa a
detl, copl és cop9 mutansokénal joval kevesebb, féleg a csiranévény ndvekedését
befolyasolé funkciot érint (Mayer és mtsai, 1996). A BR mutadnsok esetében a
fotomorfogenikus jelleg nem a fényszabalyozas altalanos repressziéjanak zavarabol,
hanem a szabalyozasban résztvevé hormonok megfeleld egylttmikddésének

hianyabdl ered.
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A cbbl és cbb3 esetében a menekitési kisérletek nyilvanvaléva tették, hogy
ezekben a névényekben a BR bioszintézis sérilt. A cbb2 mutacié hatasa joval kevéshé
volt egyértelml. A fitohormon kezelések és a gibberellin-indukalt génexpresszid
vizsgdalata soran ezek a névények rendre a vad tipuséhoz hasonlé reakciokat mutattak,
viszont BR kezelésre sem morfolégiai valtozas, sem a BR-reszponziv TCH4 és MERIS5
gének indukcidja nem volt megfigyelheté. Mindezek egyértelmien arra utaltak, hogy a
cbb2 mutéacio a BR szignalit valamelyik komponensének funkcidvesztését okozta.

A cbbl mutacié a késébbi vizsgélatok soran izoallélikusnak bizonyult a dwfl
(Feldmann és mtsai, 1989) és diml (Takahashi T és mtsai, 1995) mutansokkal,
amelyek egy, a BR anyagcsereut kiindulépontjanak szamité kampeszterolt |étrehozo,
C-24 oxidativ izomerizaciot katalizalé flavin-monooxigenaz génjét inaktivaljak
(Mushegian és Koonin, 1995). A cbbl/dwfl-6 ndvények fenotipusa a dwfl és diml
mutansokénal gyengébb, ami a DWF1 gén részleges funkcidvesztésére utal. A BR-
inszenzitiv bril mutaci6 altal érintett, a BR receptort kddolé gén azonositasat (Li JM és
Chory, 1997) kovetéen a cbb2 és bril mutansok allélikus viszonya is nyilvanvalé lett
(Altmann, 1998). A cbb2/bril-2 mutacié teljes funkciévesztést okoz, a homozigota
noévényekben a BRI1 mRNS nem kimutathat6. A cpd-vel izoallélikus cbb3/cpd-2
mutacio extrém torpeséget okoz, ami a CYP90AL teljes, vagy kozel teljes hianyara
utal. A cbb3/cpd-2 névényekben Northern-hibridizaciéval két CPD-vel homolég RNS
forma detektalhatd, amelyek a vad tipusra jellemzd transzkriptumnal abundansabbak,
€s nagyobb, ill. kisebb méretliek. Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a mutansban a
CPD pre-mRNS valamelyik intronjanak megfelel6 kivagodasa gatolt.

A BR-hidnyos és -inszenzitiv. mutansok a korabbiaknal sokkal idedlisabb
objektumoknak bizonyultak a BR-ok génexpressziora gyakorolt hatdsanak vizsgalatara.
A markans torpe fenotipus alapjan varhato volt, hogy ezek a regulatorok elsésorban a
sejtmegnyulasban érintett gének kifejez6dését szabalyozzak. Kisérleteinkben BR
kezelést kovetéen erételjesen felhalmozodtak a MERIS és TCH4 mRNS-ek, amelyek a
sejtmegnyullas soran a sejtfali celluléoz rostok atrendezédését katalizald xiloglikan-
endotranszglikozilazokat kédolnak. Az egyetlen korabban ismert BR-indukalhaté gén, a
szbja (Glycine max) BRU1 terméke szintén ebbe az enzimcsaladba tartozott (Zurek és
Clouse, 1994). Az, hogy a MERI5 kifejez6dése BR-okkal és gibberellinekkel (Medford
€és mtsai, 1991) egyarant indukalhaté Osszhangban all azzal, hogy megnyulasi
tesztekben ezen ndévekedés-szabalyozék additiv hatasat észlelték (Mandava és mtsai,
1981; Gregory és Mandava, 1982). Tobb kutatdcsoport nagy hatasfokl Affymetrix

GeneChip cDNS-hibridizaciés vizsgalatai alapjan mara koérvonalazodtak azok a
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sejtfunkcidk, amelyek génjei preferaltan BR-szabalyozottak (Goda és mtsai, 2002;
Missig és mtsai, 2002; Yin és mtsai, 2002). Ide tartoznak a sejtmegnyulashoz, a
cellularis vazelemek (pl. mikrotubulusok) kialakulasahoz szikséges enzimek,
komponensek, és altalanossagban az ismert szerepl BR-reszponziv gének mintegy
fele transzkripcios regulatorokat koédol (Vert és mtsai, 2005). Jelentds atfedés latszik a
BR- és auxinfliggd expresszid kozt, amit jol illusztral, hogy a gyodkér fejlédésekor
valamennyi auxin-regulalt gén mikodését az aktiv BR-ok szintje kontrolllja (Mouchel
€s mtsai, 2006).

A cbb mutansok jellemzése idején BR-ok kereskedelmi forgalomban nem voltak
elérheték. Mivel a legaltalanosabban el6fordulé és bioldgiailag is legfontosabb BL és
kongener szarmazékainak (Suzuki H és mtsai, 1995) szintézise igen koltséges volt,
kisérleteinkben 24-epiBR vegylleteket hasznaltunk. Bar pl. a 24-epibrasszinolid
biologiai aktivitdsa a BL-éval sszevethetd (annak kb. 20%-a), és nyomokban néhény
névényfajban kimutathaté (Fujioka és Sakurai, 1997), a C-24 epimerek inkabb
szintetikus, nem pedig természetes BR formaknak tekintenddk.

A cpd, det2 és a cbb mutansok vizsgalata feltarta a BR-ok fiziolégiai
hatasspektrumanak leglényegesebb elemeit (Clouse, 1996a és 1996b). Ismertté valt,
hogy a sejtmegnyulas kontrollja mellett ezen vegyuleteknek fontos szerepiik van a
fotomorfogenezis, szoveti differenciacié, stressz folyamatok, valamint a generativ
szervek fejlédésének szabalyozasaban is. A sulyosan BR-deficiens vonalakban ez
utébbi hatas egyrészt a viragzas késleltetésében nyilvanul meg, részben pedig abban,
hogy a pollentdmlé kialakuldsanak zavara miatt ezek a novények gyakorlatilag
himsterilek. Ezek alapjan az eredmények alapjan meriilt fel, hogy a korabban csupan
névekedésszabalyozdnak tekintett BR-ok valodi fitohormonoknak tekinthetdk, hiszen
megfelelnek az ezek definicidjaban szerepld két f6 kritériumoknak: valamennyi viragos
névényben eléfordulnak, és a normalis egyedfejlédési ciklus biztositasahoz
nélkulézhetetlenek (Clouse, 1996b; Hooley, 1996; Russell, 1996). Az egyre intenzivebb
kutatasok ezutan rovid idén belll megerésitették és altalanosan elfogadotta tették,
hogy a BR-ok valéban a névényi hormonok Gjabb, 6nallé csoportjat alkotjak (Yokota,
1997; Clouse és Sasse, 1998).
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4.2. A BR-bioszintetikus P450 gének szabalyozasa

4.2.1. A CPD gén BR-fiiggo kifejezodése

[A részfejezet alapjaul szolgal6é publikacio: Mathur J, Molnar G, Fujioka S, Takatsuto S, Sakurai
A, Yokota T, Adam G, Voigt B, Nagy F, Maas C, Schell J, Koncz C, Szekeres M (1998)
Transcription of the Arabidopsis CPD gene, encoding a steroidogenic cytochrome P450, is
negatively controlled by brassinosteroids. Plant J 14: 593-602]

Korabbi vizsgalataink alapjan ismert volt, hogy a CPD gén a BR bioszintézis
egy fontos korai lépését katalizal6 enzimet kdédol, és hogy funkciévesztése extrém
torpe fenotipust eredményez. Ennek alapjan feltételezhetd volt, hogy a CPD
expresszid szabalyozasa meghatarozhatja a BR szintézis hatékonysagat, és ezaltal a
hormonszint alakulasat is.

Munkank célja a CPD gén expresszids tulajdonsagainak, és az azt befolyasolo
tényez6knek a megismerése volt. Részletesen jellemezni kivantuk emellett a
kifejez6dés szervspecificitasat, és azt is, hogy ez miként viszonyul az egyes néveényi

részek differencialt BR igényéhez.

4.2.1.1. A CPD gén aktivitasa BL-dal represszalhato

A tervezett expresszids vizsgalatokhoz izolaltuk a CPD gén promoéterének és 5'
nem kédold részének a transzlaciés starthelyig terjedd 965 bp-os szakaszat, és a
pPCV812 binaris vektorban fuzionaltattuk a GUS (E. coli uidA) riportergénnel. A flziét
Agrobacterium-medialt transzformaciéval Arabidopsis (Col-0) névénybe juttatva stabil
transzgenikus vonalat hoztunk létre. Northern-hibridizaciés eredményeink szerint a
transzformalt vonalban a génflzié 965 bp-os és a névény endogén CPD prométere
egyez6 kifelez6dési szintet és szabalyozast biztositott (23. abra).

Annak megallapitdsa céljabdl, hogy a BR-okkal vélhetéen 6sszehangoltan haté
fitohormonok miként befolyasolhatjdk a CPD transzkripciéjat, megvizsgaltuk a
csirandvényekben a riportergén altal termelt B-glukuronidaz aktivitds valtozasat 1 uM
auxinnal (indol-3-ecetsav és a-naftilecetsav), gibberellinnel (gibberellinsav, GA;), és
citokininnel (6-benzil-aminopurin) végzett kezelést kovetéen. Ezek a hormonok
spektrofluorimetrias méréseink szerint a riporter aktivitasat érdemben nem
modositottak (22. dbra C), és hasonl6an hatastalannak bizonyultak a metil-jazmonattal,
szalicilsavval, az etilén-prekurzor 1-amino-cikloprpan-1-karboxilsavval (ACC) és
ergoszterinnel (nem BR szteroid kontroll) végzett kezelések is (valamennyi 1 uM; nem

bemutatott adatok). Igen hatékonyan gatolhaté volt viszont a GUS expresszié 1 uM BL-
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dal, ami a mért B-glukuronidaz aktivitast a kontroll szintjének kevesebb, mint 10%-ara
csokkentette (22. abra B, C). Részletesebb mérésekkel kimutathatdé volt e hatas
koncentracio-fiiggé jellege, melynek soran méar 1 nM BL-dal erés (mintegy 50%-0s),

100 nM-lal pedig maximalis repressziét lehetett kivaltani (22. abra A).

A B * c

140 1
% %

T 2t

80 80 80 %
60 60 4 60
40 40 40
20 20 20
0 0 0
0 1000100 10 1 nMBL ktr CR CN CT TE DT TY CS BL ktr BL IAA NAA GA BAP

22. abra: Fitohormonok hatasa a CPD prométer aktivitasara
CPD:GUS csirandvények nyolcnapos korig csiraztak és néttek LD fényciklus mellett
hormonmentes (ktr), vagy fitohormont tartalmazé MS médiumon. A kezelt mintak

kampeszterol, CN: kampesztanol, CT: kataszteron, TE:. teaszteron, DT:. 3-
dehidroteaszteron, TY: tifaszterol, CS: kasztaszteron, BL: brasszinolid; mindegyik 1
pM), vagy (C) 1 pM BL-ot, indol-3-ecetsavat (IAA), a-naftilecetsavat (NAA),
gibberellinsavat (GA), ill. 6-benzil-aminopurint (BAP) tartalmaztak. A relativ f-
glukuronidaz aktivitasokat 20-20 csirandvény sejtmentes extraktumabdl hataroztuk
meg spekrofluorimetrias modszerrel. A grafikonokon harom fliggetlen kisérlet
adatainak atlagai és a szoras értékek lathatok.

4.2.1.2. A CPD BR represszioja de novo fehérjeszintézist igényel

A CPD:GUS fuzio kifejez6désének BL gatlasa transzkripcios szintl regulaciora
utalt, ezért megvizsgaltuk, hogy miként valtozik a transzgénrdl atirédé mRNS stacioner
szintje a kezelés hatasara. A kisérletben a CPD:GUS transzgenikus csirandvények
médiumat - cikloheximid fehérjeszintézis-gatioval tortént elékezeléssel, vagy anélkil -
BL-dal egészitettiik ki. A kontroll névényeket azonos korilmények kozt BL nélkiil,
illetve csak cikloheximidet tartalmaz6 tapfolyadékban inkubaltuk. A hormonkezelést
kdzvetlenil megel6zéen (0 idépont), majd 2, 4, valamint 6 Ora elteltével leszedett
novényekbdl készitett RNS mintakban Northern-hibridizaciéval hatdroztuk meg az

endogén CPD, valamint a transzgén eredetil GUS mRNS-ek relativ mennyiségeit.
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23. dbra: Az endogén CPD és a CPD prométer altal vezérelt GUS riporter BR-regulalt
transzkripcidja

Nyolcnapos, LD (A és C), ill. DD (B és D) kortulmények kdzt nevelt csiranévényeket MS
tapfolyadékba helyeztiink, és valtozatlan fényviszonyok mellett a kezeletlen (ktr),
cikloheximiddel (CHX), cikloheximid + BL-dal (CHX+B), vagy csak BL-dal (BL) kezelt
parhuzamos kultdrdkbdél kétéranként mintat vettink, majd ezekbdl RNS-t izolaltunk. A
kisérletben a 0 idépont a BL (1 pM) kezelés kezdete, a cikloheximidet (100 pM) pedig
ezt megel6zéen 30 perccel adtuk a megfelelé kulturakhoz. Az autoradiogramok a CPD
(A és B), ill. GUS (C és D) cDNS probakkal kapott Northern-hibridizaciés mintazatot
mutatjak, az alattuk levé grafikonokon pedig a detektélt transzkriptumoknak a kezetlen
kontrollok 0 idépontban mért értékéhez (100%) viszonyitott mennyiségei lathatok.

Ezek a kisérletek azt mutattdk, hogy a LD ciklusban nevelt csiranévényekben a
CPD transzkriptum szintje a BL kezelést kovet6 két 6ran belll a kezeletlen kontrollénak
kb. 10%-ara esett vissza, és az ezt kdvetd inkubacié soran mar alig valtozott. Igen
hasonld, bar valamivel lassabb csokkenés volt tapasztalhaté a folyamatos sotétben

(DD) nevelt és kezelt mintaban is. Cikloheximid hatasara a CPD mRNS mennyisége a
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LD és DD csirandvényekben egyarant egyenletesen, nagyjabdl kétéras felezési idével
csOkkent, a BL jelenlététdl vagy hianyatdl fuggetlendl (23. abra A, B). A LD és DD
noévények RNS mintai CPD transzkriptuméhoz igen hasonlé hibridizaciés mintazatot
adtak a CPD prométer vezérelte riporter detektalasara alkalmas GUS prébaval is (23.
abra C, D). Ezek az adatok azt mutattak, hogy a CPD gén BR szabalyozottsaga
alapvetéen a promoéter régioé altal meghatarozott, tehat elsédlegesen a transzkripcio
szintjén érvényesil. Masrészt nyilvanvaléva valt, hogy ez a regulaciés folyamat

cikloheximiddel gatolhatd, tehat kialakulasa de novo fehérjeszintézist igényel.

4.2.1.3. A CPD expresszi6 fejlodés- €s szervspecifikus szabélyozasa

Korabbi eredményeink a CPD mRNS differencidlt eloszlasat mutattdk az egyes
szervekben (9. abra B), ezért a CPD:GUS transzgenikus vonal felhasznéalasaval
részletesebben is megvizsgéltuk a CPD promoter aktivitasat az egyedfejlédés soran.
Erre a célra GUS hisztokémiai festést alkalmaztunk, amely a szintelen X-gluc
szubsztratbdl a glukuronidaz hatasara termel6dé indigd szinezék révén lehetbséget
adott a transzgén kifejez6désének pontos lokalizalasara.

Az MS taptalajon LD kérilmények kozt nevelt névényeknél a GUS aktivitas
el6szor a csirazas kezdetétél szamitott harmadik napon volt észlelheté. A sziklevelekre
korlatozodd festédés a nyolcadik napig folyamatosan erésodott, és a 12. napon a
megjelend levélkezdeményekben is jelen volt (24. &bra B). Nagyon hasonlé
kifejez6dési mintazatot kaptunk a DD viszonyok mellett nevelt magoncokban is,
amelyeknél a festédés - valdszinlleg részben az etiolalt sziklevelek kompaktabb
szerkezete miatt is - valamivel ersebb volt, és esetenként kiterjedt a hipokotil legfels6
részére is (24. abra A). Azoknal a LD csiranévényeknél, amelyek 1 uM BL-ot
tartalmazé médiumon csiraztak és néttek, a GUS kifejez6dés er8sen represszalt volt,
és csak a 12 nap utan, a valddi levelek kezdeményeiben valt j6l detektalhatéva (24.
abra B).

A GUS festddés az egyedfejl6dés késbbbi stadiumaiban jol kimutathatd volt a
télevelek levéllemezeiben, de igen alacsony szintl volt a levélnyelekben és a
gyOkérzetben. Er6és transzgén aktivitas elsésorban a fejlédé levelekben volt
megfigyelhet, a kifejlett levelekben viszont idével azok margindlis részére, majd
erezetére szorult vissza (25. abra A). A leveleken bellil az expresszio féleg a fels6

mezofill régié oszlopos parenchima rétegében, valamint a felszini epidermisz
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24. abra: A CPD promoter aktivaldodasa a csirandvények fejlédése soran

DD (A) és LD (B) viszonyok mellett csiraztatott és nevelt, 1, 3, 5, 8 és 12 napos
CPD:GUS noévények GUS hisztokémiai fest6dése. A B panel alsé képsoran lathato
csirandvények médiuma 1 uM BL-ot tartalmazott.

gazcserenyilasainak zarésejtjeiben volt erés (25. abra B, C). A viragzatban a fellevelek
és a csészelevelek mutattak GUS festédést (25. abra D, E), a szik- és télevelekhez

hasonldéan ezek is elsésorban kialakulasuk id6szakaban.

4.2.1.4. A BR bioszintézis intermediereinek regulacios hatasa

Kisérleteinkben a CPD expresszidjat a BR-ok hatékonyan és specifikusan
gatoltak, ezért varhatd volt, hogy a kifejez6dés mértéke alkalmas lehet a BR-ok
bioldgiai aktivitasanak megbizhaté bioldgiai tesztelésére. Tekintettel arra, hogy az

ismert természetes és szintetikus BR-ok élettani hatékonysagardl publikalt adatokat
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25. abra: A B-glukuroniddz aktivitas szerv- és szdvetspecifikus eloszlasa kifejlett
CPD:GUS transzgenikus névényekben

MS taptalajon LD fényciklusban nevelt négyhetes CPD:GUS ndvények tbleveleinek és
gyokérzetének (A), levele keresztmetszetének (B) és felszini epidermiszének (C),
valamint viragainak és felleveleinek (D, E) GUS hisztokémiai fest6dése.

kilénb6z6 biologiai tesztek segitségével nyerték, értékes informaciot szolgaltathatott a
rendelkezésiinkre &ll6 BR szarmazékok CPD expressziora gyakorolt hatisanak
Osszehasonlitasa.

Az tesztekhez olyan so6tétben nevelt nyolcnapos CPD:GUS csirandvényeket
hasznaltunk, melyek médiumai az egyes BR-okat, ill. kdzvetlen prekurzoraikat 1 pM
koncentracidban tartalmaztak. A ndévényi mintdk sejtmentes kivonataiban a [-
glukuronidéaz specifikus aktivitast spektrofluorimetrias modszerrel hataroztuk meg (26.
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26. abra: BR szarmazékok gatlé hatasa a CPD promoter aktivitasara

DD korulmények kozt BR-mentes (MS), vagy a 27. &bran szereplé BR-okat 1 uM
koncentracioban tartalmazé taptalajon nevelt nyolcnapos csiranévények (mintanként
20) sejtmentes kivonatainak a 4-metil-umbelliferon (MU) termék alapjan meghatarozott
specifikus  B-glukuroniddz  aktivitAsa. Az abran 3-3 parhuzamos minta
spektrofluorimetrias adataibol kalkulalt atlagértékek lathatok.

abra). A kisérletben a felhasznalt vegyiletek (27. abra) kozil a BL szintézisit
kiindulépontjaul szolgalé kampeszterol, az ennek redukciojaval létrejové kampesztanol,
valamint a korai intermedier teaszteron C-24 epimerje a CPD expressziot nem
befolyasolta, a tdbbi szarmazék viszont kilénb6z6 mértékl gatlast eredményezett. E
tekintetben leghatékonyabbnak a BL, a prekurzoranak szamitd kasztaszteron, valamint

ezekkel megegyez6 oxidaltsagi foki BR szarmazékok bizonyultak (26. abra).
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27. abra: A génexpresszios vizsgalatok soran hasznalt szteroidok

A: A BL bioszintézis anyagcsereut (Choi és mtsai, 1997) vegyiletei. Az enzimatikus
reakciokat a korai C-6 oxidacios agnal sotét, mig a késdinél vilagos nyilak (tobb 1épés
esetén kettds nyilak) jeldlik. B: A kisérletekben hasznalt egyéb szteroid és BR
szarmazékok.

4.2.1.5. A CPD expresszi6 és a BR bioszintézis kapcsolata

Korabbi eredményeink azt mutattak, hogy a CPD gén fontos szerepet jatszik a
BR bioszintézisben, ezért szabalyozottsaganak tanulmanyozasara olyan stabil
transzformans noévényt hoztunk létre, amelyben a GUS riportergén a CPD promoter
kontrollja alatt fejez6dik ki. A CPD:GUS vonal felhasznalasaval nyerhetd adatok
megbizhatésagat jelezte, hogy bennik az endogén koépiardl szarmazé CPD és a

transzgén eredetl GUS mRNS-ek azonos mddon expresszalddtak. A riporter GUS/B-
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glukuronidaz konnyen detektalhaté és lokalizalhaté volt, bar eredményeink
értékelésénél figyelembe kellett venniink, hogy aktivitdsa a transzkripcio valtozasait, és
- kozel 50 6ras fél-életideje (Jefferson és mtsai, 1987) miatt - féként annak
csOkkenését jelentds késéssel kdvetheti. Kisérleteinkben intenziv CPD kifejez6dést
els6sorban a differencialédo és intenziven névekvé levelekben, viragkezdeményekben,
valamint etiolalt csiranévényeknél a hipokotil felsd, megnyulasi részén észleltink.

A BR szintézisnek a CPD gén expresszidjan keresztili szabalyozottsagat
jelezte a transzkripcios aktivitas BR-ok altali szabalyozasa is. llyen, a szintézisit végén
létrej6vé bioaktiv termék szintjétdl figgd negativ visszacsatolasos szabalyozas tébb
fitohormon esetében is ismert, és fontos szerepet jatszik fiziologiailag optimalis
koncentraciojuk fenntartasdban. Hasonlé6 homeosztatikus mechanizmusok kontrollaljak
az aktiv hormonszintet példaul az etilén (Nakatsuka és mtsai, 1998), az auxinok (Ljung
és mtsai, 2001) és a gibberellinek (Phillips és mtsai, 1995) esetében is. Utdbbiak
esetében a visszacsatolasos regulaci6 a CPD généhez rendkivil hasonléan, a
bioszintézis két utolsé enzimét kédolé gének transzkripcios gatlasan keresztil valésul
meg (Yamaguchi és Kamiya, 2000).

Az, hogy a BR-oknak a CPD kifejez6désre gyakorolt hatasa cikloheximiddel
gatolhatd azt jelezte, hogy a represszidért felelés protein faktorok valamelyike a
hormon hatasara termelddik. Jelenlegi ismereteink szerint az expresszid csokkenését a
BZR1 represszornak a CPD promoéter specifikus két6helyéhez valé kapcsolodasa
okozza (He és mtsai, 2005). A BZR1 komplex szabdlyozas alatt all, aktivitAsahoz
sejtmagi transzportra, és a nativ formaban foszforilalt, gyorsan lebomlé fehérje
defoszforilaci6 altali stabilizaciéjara van szikség (Wang és mtsai, 2002).
Legvaldszinlibbnek az tiinik, hogy a fehérjeszintézis gatlasa az instabil sejtmagi BSU1
foszfatdz (Mora-Garcia és mtsai, 2004) ujratermelédését akadalyozva vezethet a
foszforilalt BZR1-nek a 26S proteoszoman keresztiili lebomlasadhoz, és ezaltal
transzkripcids szabalyozé szerepének megsziinéséhez (Li JM és Jin, 2007).

A CPD BR-indukalt repressziéja olyan specifikus molekularis hatas volt, ami az
egyes BR szarmazékok aktivitasanak sokkal megbizhatobb indikatoranak igérkezett,
mint a korabban kifejlesztett, morfolégiai hatdsokon alapul6 tesztek. Az altalanosan
hasznalt, a bab masodik internédiumanak felhasadasan (Mitchell és Livingston, 1968),
vagy a rizs lamina-elhajlasan (Wada és Marumo, 1981) alapul6 modszerekkel kapott
eredményeket ugyanis mas hormonok, féként az auxinok befolyasoltak (Cao H és

Chen, 1995). Ezzel szemben a CPD expressziora gyakorolt hatas specifikus volt,
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nagysagrendi valtozast eredményezett, és mar 1 nM koncentraciéja BL kimutatasat
lehetdvé tette.

Kisérleteinkben a kampeszterolbdl kiinduldé (Czs) BL szintézisut intermedierei
(27. abra A) mellett olyan szarmazékoknak a CPD aktivitast represszalé hatasat is
teszteltiik, amelyek parhuzamosan agak mentén koleszterinbél (C,;), szitoszterolbdl és
izofukoszterolbdl (mindkettd Cjg) kiindulva keletkeznek. A  végtermék 28-
norbrasszinolid, 28-homobrasszinolid, ill. 28-homodolicholid kongener szarmazékai
(27. abra B) szamos névényfajban kimutathatok, de a BL Ut képvisel6ihez viszonyitva
mennyiséguk, és feltehetden fizioldgiai szereplk is alarendelt (Yokota, 1997). A 24-
epiBR szarmazékok szintetikus formak, amelyek ndvényekben valoszinlleg csak
melléktermékekként fordulnak elé. Tesztliink azt mutatta, hogy a vizsgalt vegylletek
hatékonysaga jol korreldlt oxidaltsaguk, a hidroxi-, oxo- és lakton-csoportok
jelenlétének mértékével (26. abra). A CPD aktivitas repressziéjan alapulé eredmények
j6 egyezést mutattak a funkcionalitas azon strukturalis kritériumaival, amelyeket féként
a rizs lamina teszt alapjan lehetett meghatarozni (Brosa és mtsai, 1996).

Béar a vizsgalt szarmazékok tilnyomoé tobbsége gatolta a CPD kifejez6dését,
feltételezhet® volt, hogy legtdbbjik nem rendelkezik tényleges biologiai aktivitassal, és
hatasuk a bioszintetikus Gtba belépve, kbzvetetten érvényesil. igy tesztiinkben a
bioldgiai hatékonysagban mutatkozo eltérések a vegylletek felvételének és az
atalakulas hatékonysaganak kaldnbségeibdl eredhettek. Ez a magyarazat
0sszhangban all azzal, hogy rendre a jobb vizoldékonysagu, és a szintézisutban a BL-
hoz (vagy C, ill. Cy megdfelelbinez) kozelebb &ll6 intermedierek bizonyultak
effektivebbnek. Azd6ta tovabbi bioszintetikus mutansok tanulmanyozasa (Nomura és
mtsai, 2005) és direkt, receptorkétési vizsgalatok (Kinoshita és mtsai, 2005) alapjan is
tudhaté, hogy az élettanilag jelentés C,3 vazi BR-ok kozil tényleges bioldgiai
aktivitassal kizarolag a szintézisut utolsé enzime altal termelt BL, és a nala valamivel
kevésbé hatékony kasztaszteron rendelkezik.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a CPD gén Osszetett transzkripcids
szabalyozas alatt all, és hogy ennek szerepe van a BR haztartas
kiegyensulyozasaban. Mivel a BR-ok a megnyulasi és differenciacios folyamatok fontos
regulatorai (Clouse, 1996b), az elsésorban a fejl6dd szervekre és bizonyos (féleg
fotoszintetikusan aktiv) sejttipusokban megfigyelt CPD aktivitds a BR szintézis és
hatds helyeinek egybeesésére, és lehetséges fényszabalyozottsdgara utalt. Bar e
bioszintetikus gén miikddése a BR szabalyozast csak attételesen, a CYP90Al

monooxigenaz szintjén, a BR szintézis egészén, a hormon felhalmozodas mértékén és
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annak élettani hatékonysagan keresztil befolyasolhatja, negativ visszacsatolasos

regulaltsaga azt jelzi, hogy ez a hatas jelentés lehet.

4.2.2. Az Arabidopsis BR-bioszintetikus P450 génjeinek expresszidja

[A részfejezet alapjaul szolgald publikacio: Bancos S, Nomura T, Sato T, Molnar G, Bishop GJ,
Koncz C, Yokota T, Nagy F, Szekeres M (2002) Regulation of transcript levels of the
Arabidopsis cytochrome P450 genes involved in brassinosteroid biosynthesis. Plant Physiol
130: 504-513]

Roviddel a CPD jellemzését kdvetéen az Arabidopsis BR bioszintézisének
tovabbi génijeit, funkcioit is azonositottdk. A DWF4 altal kédolt CYP90B1-rél kimutattak,
hogy a szteroid oldallanc C-22-es pozicidjanak hidroxilacidjaért felelés (Choe és mtsai,
1998), a paradicsom Dwarf génnel val6 homoldgigja alapjan felismert CYP85A1
esetében pedig in vitro is igazolhatd volt termékének C-6 oxidaz aktivitadsa (Shimada és
mtsai, 2001). Ismertté valtak tovabba a rotundifolia 3 (rot3) mutans segitségével
azonositott CYP90C1 (Kim GT és mtsai, 1998), és az Arabidopsis genom
kdzzétételével (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000) elérhetd CYP85A2 és
CYP90D1 gének is. Bar ezek funkcioja ismeretlen volt, a CYP85, valamint CYP90
csaladokhoz val6 tartozasuk arra utalt, hogy szintén a BR bioszintézisben lehet
szerepik.

Munkank célja a CYP85 és CYP90 enzimek és génjeik strukturalis és
funkciondlis rokonsagi viszonyainak felderitése volt. Meg akartuk vizsgalni esetleges
BR szintt6l fliggé szabalyozottsagukat, ill. annak specifikus vagy kiterjedtebb voltat,
Osszehangoltsagat. Tisztazni kivantuk tovabba a BR szintézis korai, ill. késéi reakcioit
katalizal6 P450-ek génjeinek szervspecifikus kifelez6dését, ennek lehetséges hatasat

a BR tartalom névényen belili eloszlasara.

4.2.2.1. A BR bioszintézisben résztvevo P450 gének evolucios rokonsaga

Roviddel a CPD-t kdvetéen az Arabidopsis BR bioszintézisének tovabbi génjeit,
funkcidit is azonositottak. A DWF4 altal kddolt CYP90B1-rél kimutattak, hogy a szteroid
paradicsom Dwarf génnel valé homoldgiaja alapjan felismert CYP85A1 esetében pedig
in vitro is igazolhat6 volt termékének C-6 oxidaz aktivitasa (Shimada és mtsai, 2001).

Ismertté valtak tovabba a rotundifolia 3 (rot3) mutans segitségével azonositott
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CYP90C1 (Kim GT és mtsai, 1998), és az Arabidopsis genom kozzétételével (The

CYP85A1 CYP85A2
(35%) (35%)

CYP90C1/ROT3

(41%)

CYP90D1
(37%)

CYP88A3/KAO1

(32%)

CYP88A4/KAO2
(31%)

CYP90B1/DWF4
CYP90A1/CPD  (45%)

CYP734A1/BAS1
(16%)

CYP72C1/CHIBI2
(15%)

28. abra: Az Arabidopsis BR-bioszintetikus P450 enzimeinek rokonsagi viszonyai

Az aminosav-szekvencidkbdl szarmaztatott filogram a BR bioszintézisben résztvevd
(vastagbetivel kiemelt) CYP85A1 (At5g38970), CYP85A2 (At3g30180), CYP90Al
(At5g05690), CYP90B1 (At3g50660), CYP90C1 (At4g36380) és CYP90D1
(At3g13730), az ezekkel nagymértékben homoldg, a gibberellin anyagcsereltban
szerepl6é ent-kaurénsav oxidazok (CYP88A3/KAO1, At1lg05160 és CYP88A4/KAO2,
At2g32440) valamint két, a BR-ok inaktivaciojaért felelés P450 (CYP72C1/CHIBI2,
Atlgl7060 és CYP734A1/BAS1, At2g26710) rokonsagi kapcsolatat mutatja. Ha van
ilyen, az enzimek CYP megjel6lései mellett genetikai szimbélumaikat is feltintettiik.
Zardjelben az egyes szekvencidknak a CYP90AL-ével val6 %-o0s egyezése szerepel.

Arabidopsis Genome Initiative, 2000) elérhetd CYP85A2 és CYP90D1 gének is. Bar
ezek funkcidja ismeretlen volt, a CYP85, valamint CYP90 csaladokhoz val6 tartozasuk
arra utalt, hogy szintén a BR bioszintézisben lehet szerepuik.

A megismert BR-bioszintetikus P450 enzimek valamennyien a CYP85 és
CYP90 csaladokba tartoztak. Aminosav-szekvenciaikat BLAST homoldgia analizissel
(Altschul és mtsai, 1990) 06sszehasonlitva a két P450 csalad tagjai egymas
legktzelebbi rokonainak bizonyultak, és igen kozel alltak a gibberellin bioszintézisben
résztvev® két, CYP88 csaladba tartozd enzimhez is (Helliwell és mtsai, 2001). Ezzel
szemben csak igen kismérték(i homologiat mutattak a CYP72C1 (Nagatani és mtsai,
1998) és CYP734A1 (eredetileg CYP72B1; Neff és mtsai, 1999) monooxigenazokkal,

amelyeknek a BR-ok inaktivalasaban tulajdonitottak szerepet. Az emlitett P450-ek
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rokonsagi kapcsolatait bemutaté, aminosav-szekvenciaikbél ClustalW t6bbszoros

illesztéssel (Thompson és mtsai, 1994) kapott filogram a 28. abran lathato.

CcYP85A1 [_191 |[ 325 | [150][ 246 | [87][79] [107] [125] [88
cYP8s5A2 [ 191 || 325 [150 | [ 246 | [87][79] [107] [125] [88
cvgggm [ 516 [[150 | [ 249 |[87][79][107] [131][110
CB‘;?;’T (221 [ 325 1[453][ 315 |[93 [79] [0l [ 246
CYPOOC!  [245 |[ 325 |[150][ 261 |[e0| [79) [fo7| [131] [121]
CYP90D1 [ 257 || 325 || 411 | [90] [ 186 | [122] [ 85
CcYP8sA3 [ 239 ] 478 | 264 | [90] [79] [107] [125] [91
cypssAd [ 236 || 478 | [ 264 | [87][79] 107] [122] [79
CYP734A1

BAS1 [286 ] 466 [ 370 1] 441 |
cgm;czn 283 218] [ 245 110] [ 203 | | 426 |

29. abra: Az Arabidopsis BR-bioszintetikus P450 gének struktdrajanak
Osszehasonlitasa

A 28. abran szerepld P450 enzimeket kodolé gének exonfintron szerkezete. Az
exonokat jel6l6 téglalapokban a szamok azok nukleotidakban kifejezett hosszat adjak
meg.

Az aminosav-szekvenciakéhoz hasonléan nagyfokld hasonlésag mutatkozott a
CYP85 és CYP90 gének szerkezetében is. Ezeknél, valamint a CYP88 géneknél is a
kodolo régid 9 exon alapelembdl épllt fel, amelyek kézt az intronok konzervalt
poziciékban helyezkedtek el, mig a vellk csak csekély mértékben homolég CYP72C1
és CYP734A1 gének ett6l eltér6 exon-intron struktiraval rendelkeznek (29. abra). A
gének felépitésében és a kodolt fehériék primér szerkezetében megmutatkozo
egyezések alapjan felismerheté volt a CYP85 és CYP90 csaladok kozeli evolucids
kapcsolata, és az, hogy idébeni szétvalasuk mar a BR-specifikus miikddés kialakulasat

kovetben tortént.

4.2.2.2. A CYP85 és CYP90 gének negativ visszacsatolasos kontrollja

Ismert volt, hogy a BR szintézis végtermékeként keletkez8 BL gatolja a
CYP90Al-et kodold CPD transzkripcigjat. Annak felderitésére, hogy mas BR-
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bioszintetikus génekre is kiterjed-e ez a negativ visszacsatolasos szabalyozas,
megvizsgéaltuk a CYP85A1, CYP85A2, CYP90B1, CYP90C1 és CYP90D1 mRNS-ek
mennyiségének alakulasat BL kezelés hatasara. Tekintettel arra, hogy ezen
transzkriptumok fiziologias szintje a CPD-énél altalaban nagysagrenddel alacsonyabb
(Choe és mtsai, 1998; Shimada és mtsai, 2001), a megbizhat6 detektalas érdekében
ezeket az analiziseket Northern-hibridizacio helyett félkvantitativ RT-PCR moédszerrel
végeztik. Ezek soran azt tapasztaltuk, hogy 100 nM BL haraséara valamennyi CYP85
és CYP90 mRNS szintie a CPD-éhez hasonléan a kezeletlen kontrollénak mintegy
10%-ara csokkent (30. abra A), jelezve, hogy a BR bioszintézis valamennyi P450
enzimének kifejez6dése egységesen végtermékfliiggd negativ transzkripcios

szabdlyozas alatt all.

ktr  BL
CYP85A1
ktr  BL
- CYP85A2
CYP85A1
- CYP90B1
CYP85A2 Dwk4
CcYP90C1
CYP90AT ad ROT3 kir  BL
- CYP90D1 s
CYP90B1
DWF4 ——
— UBQ10
CcYP90C1 uBQ1o
ROT3 cbb2
cpd
- CYP90D1
CYP90A1
S usato cPD
Col-0 S usa1o
cbb3

30. abra: BL kezelés hatasa a CYP85 és CYP90 transzkriptumok szintjére

Egyhetes LD ciklusban nevelt csiranévényeket 4 6ran at inkubaltunk hormonmentes
(ktr), vagy 100 nM BL-ot (BL) tartalmaz6 MS tapoldatban. Az autoradiogramokon a vad
tipust Col-0 (A), BR-deficiens cpd és cbb3 (B), valamint BR-inszenzitiv cbb2 (C)
névényekbdl izolalt RNS mintakkal és génspecifikus primerekkel (3. tablazat) végzett
RT-PCR reakciok **P-jelélt termékei lathatok. Konstitutiv kontrollként az ugyanezen
RNS mintakkal végzett UBQ10 reakcidk termékei szerepelnek. Az alkalmazott PCR
ciklusszam 15 (UBQ10), 20 (CPD), ill. 25 (CYP85A1, CYP85A2, DWF4, ROTS3,
CYP90D1) volt.

A visszacsatolasos szabdlyozottsag miatt varhaté volt, hogy a CYP85 és
CYP90 gének a BR-deficiens és -inszenzitiv mutansokban a vad tipushoz viszonyitva

magasabb szinten expresszalédnak. Eredményeink ellendrzésére ezért megnéztik
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stacioner transzkriptumszintjiket, valamint azok BL-fligg6é alakulasat BR-hianyos cpd
és cbb3, valamint BR-inszenzitiv cbb2 névényekben is. (Mivel CPD mRNS a cpd
mutansban nem detektalhatd, ennek vizsgalatahoz az egyébként azonos fenotipusu
cbb3 vonalat kellett hasznalnunk.) Az RT-PCR termékek alapjan a hormonhianyos
mutansokban a CYP85 és CYP90 transzkriptumok a vad tipusénal nagyobb
mennyiségben voltak jelen, BL kezelést kdvetden viszont szintjiik hasonlé mértékben
csOkkent (30. abra B). A cbb3 mutanséhoz hasonléan er6s CPD kifejez6dést
tapasztaltunk a BR-inszenzitiv cbb2 vonalban is, ez viszont BL kezelés utan is

valtozatlan maradt (30. abra C).
4.2.2.3. A CYP85 és CYP90 mRNS-szintek valtozasa a csirazas folyaman

A BR-bioszintetikus gének mikoédésének jobb megismerése végett RT-PCR
analizissel meghataroztuk a CYP85 és CYP90 transzkriptumok mennyiségének
alakulasat a csirdazas kezdetétél szamitott nyolcadik, valamint a 14. napon. A
legkorabban megjelené CYP85A2 és ROT3 mRNS-ek mar a csirazas elsé napjatol
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31. abra: A CYP85 és CYP90 mRNS-ek mennyiségi valtozasai a csirazas és korai
fejlédés soran
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Az RT-PCR reakciokat a 30. abran leirtak szerint végeztiik LD viszonyok mellett nevelt,
a csirazas kezdetétdl szamitva 1-8, ill. 14 napos csirandvényekbdl preparalt RNS
mintakkal. A *P beépiilés alapjan kalkulalt kvantitativ adatokat a kisérlet soran mért
maximum értékek szazalékaként dbrazoltuk.

kimutathatdk voltak. Az elsd hét folyaman mindegyik transzkriptum esetében tranziens
felhalmozddast tapasztaltunk, bar ezek mértéke és idébeni maximuma kilénb6z6 volt.
A legerGsebb expressziot kdvetben - a viszonylag magas szinten kifejez6dé CPD
kivételével - valamennyi mRNS abundancidja csokkent és a masodik hét végére a

maximum értékek 10%-a korll, vagy az alatt stabilizalédott (31. abra).

4.2.2.4. A transzkriptumok differencidlt szervspecifikus felhalmozodéasa

Korabban azt tapasztaltuk, hogy a CPD gén preferaltan a zéld, fotoszintetizalé
szervekben fejezddik ki. Annak tisztazasara, hogy hasonléan szabalyozott-e a tobbi
BR-bioszintetikus  gén  aktivitasa, @ RT-PCR  segitségével meghataroztuk
transzkriptumaik mennyiségi eloszlasat egyhetes zold csirandvények hajtasaiban
(levelek, sziklevelek és hipokotil) valamint gytkérzetében. Eredményeink azt mutattak,
hogy bar a hajtas- és gyokérmintaban vizsgalt mMRNS-ek tébbsége nem egyenletesen
oszlik meg (32. abra A), a CPD-éhez hasonld, hajtasspecifikus felhalmozédast csak
CYPB85A2 esetében tapasztaltunk. A P450-eket kddol6 mMRNS-ek egy masik csoportja
(ROT3, CYP90D1) a gytkérzetben volt abundansabb, mig a DWF4 a hajtasban és

H Gy H Gy
CYP85A1 . CYP90A1/CPD
CYP85A2 S UBQ10
. CYP90A1/CPD chb2
W W CYP90B1/DWF4 B
S CYP90C1/ROT3
W cYP9oD1
ktr  BL

DIM1

CYP90A1/CPD
- - DET2

— uBQ10
— uBQ10
Col-0
Col-0

A C

32. abra: A BR-bioszintetikus mRNS-ek eloszlasa csirandvények hajtasaiban és
gybkereiben
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Egyhetes, LD ciklusban nétt vad tipusu (A), ill. BR-inszenzitiv cbb2 (B) csirandvények
hajtas (H) és gyokér (Gy) részeibdl, valamint vad tipusu, kezeletlen (ktr) és 4 éran at
100 nM BL-dal kezelt (BL) csiranévények gyokereibdl (C) készilt RNS-ekkel végzett
RT-PCR termékeinek autoradiogramjai. A PCR reakciok kériilményei azonosak voltak
a 30. 4branal leirtakkal.

5. tAblazat: A BR-bioszintetikus gének tanszkriptumainak hajtas/gyokér aranya

transzkriptum 7 napos Arabidopsis 20 napos Arabidopsis
CYP85A1 0,26 0,60
CYP85A2 12,12 8,66
CPD/CYP90A1 8,33 3,23
DWF4/CYP90B1 0,95 1,09
ROT3/CYP90C1 0,31 0,32
CYP90D1 0,32 0,28
DIM1 1,02 0,98
DET2 0,90 0,95

gyOkerekben nagyjabdl egyforman volt reprezentdlva. Egyenletes eloszlasunak
bizonyult két, korai reakcidkat katalizal6, nem P450 tipusiu enzimhez tartozé
transzkriptum (DIM1, DET2) is. Ugyanezen transzkriptumok hasonlé megoszlasat
tapasztaltuk hdsznapos novények hajtasaiban és gyokereiben is (5. tablazat). Az
idésebb novényekben kisebb szervspecifikus kildnbségek voltak észlelhetdék, ami
valoszinlileg a BR-bioszintetikus gének ekkorra ersen lecsOkkent expresszidjabol
kovetkezett.

Annak tisztazasara, hogy a CPD mRNS hajtasspecifikus felhalmozédasaban
szerepet jatszik-e a BR-regulacié, meghataroztuk mennyiségét BR-inszenzitiv cbb2
csirandvények hajtas- és gyokérrészeiben is. A BRI1 BR receptor nélkili mutansban a
CPD transzkriptum eloszlasa a vad tipuséhoz hasonl6 volt (32. dbra B). Emellett a
gyOkérzet alacsonyabb mRNS-szintjét BL kezeléssel tovabb lehetett cstkkenteni (32.
abra C). Ezek az adatok egyértelmien azt mutattdk, hogy a végtermék-
visszacsatoldsos szabalyozas mikddéséhez a BR szignalatviteli ut intaktsaga
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sziikséges, és hogy az expresszid szervpecificitasanak és BR-fliggésének regulacios

folyamatai egymastol fliggetlenek.

4.2.2.5. Az endogén BR-ok szervspecifikus eloszlasa

A CYP85 és CYP90 mRNS-ek differencialt felhalmozédasa a hajtasban és
gyokérzetben a BR szintézis szabalyozasanak eltéré voltara utalt a foldalatti, ill.
foldfeletti szervekben. Ennek felderitésére kvantitativn. GC-MS analizissel
meghataroztuk hlsznapos Arabidopsis névények hajtas és gyokér részeinek endogén
BR tartalmat. Tovabba 6sszehasonlitas végett ugyanezt a vizsgalatot elvégeztik két
masik kétszikl faj, a bors6 (P. sativum, cv. Torsdag), és paradicsom (S. lycopersicum
cv. Sekaiichi) mintain is. A mérések eredményei jelentds kilénbségeket tartak fel az
egyes BR formak hajtasban és gyokérben felhalmozott mennyiségei kodzt, ugyanakkor
ezek tendenciai az egyes vegyiletek abszolit mennyiségeinek eltérései ellenére is

mindharom fajban hasonléak voltak (6. tablazat). Figyelemremélté mdédon a BR

6. tAblazat: Arabidopsis, borsé és paradicsom hajtasok, ill. gydkerek BR tartalma

Arabidopsis borsé paradicsom
BR hajtas gyokeér hajtas gyoker hajtas gyokeér
6-dezoxokataszteron 790 1800 670 5100 640 2800
6-dezoxoteaszteron 100 170 85 330 150 120
3-dehidro-6-dezoxoteaszteron 180 320 73 670 16 63
6-dezoxotifaszterol 540 970 1700 4300 250 480
6-dezoxokasztaszteron 220 90 11700 630 330 180
kataszteron ND ND ND ND ND ND
teaszteron ND ND ND 2 ND ND
3-dehidroteaszteron ND ND ND ND ND ND
tifaszterol ND ND ND ND ND ND
kasztaszteron 150 35 690 38 140 11
brasszinolid nyom nyom ND 24 ND ND

20 napos Arabidopsis, 13 napos borsd. és 36 napos paradicsom mintdk GC-MS analizisének
adatai (ng/kg friss tomeg). ND: nem detektalt.
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szintézisut korabbi szakaszahoz taroz6 6-dezoxokataszteron, 6-dezoxoteaszteron, 3-
dehidro-6-dezoxoteaszteron és 6-dezoxotifaszterol inkabb a gyodkérzetben, mig a
végtermék BL-hoz kozelebbi 6-dezoxokasztaszteron és kasztaszteron preferaltan a
hajtdsokban dusultak fel. Szintén mindharom faj esetében a kimutathatdésagi szint
koril, vagy az alatt volt a korai C-6-oxidacios Ut intermediereinek mennyisége. Szintén
emlitésre érdemes a C-23 hidroxilacié szubsztratjanak tekintett 6-dezoxokataszteron
markans tdlstilya a gyokérben, ami 6sszhangban latszik lenni azzal, hogy a 23-
hidroxilaciohoz sziikséges CPD/CYP90A1 ebben a szervben igen alacsony szinten

fejezadik ki.

4.2.2.6. A BR szintézis visszacsatolasos szabalyozasanak élettani szerepe

A BR-ok élettani szempontbdl optimalis szintjének kialakitasahoz és
fenntartasahoz bioszintézisiik folyamatainak érzékeny és rugalmas szabalyozasara
van sziikség. A BR intermedierek pool-jainak vizsgalata Arabidopsisban, borsoban és
paradicsomban azt mutatta, hogy a szintézis folyamataban a C-22 és C-23 hidroxilacio,
valamint C-6 oxid4cio6 lehetnek olyan konverziés Iépések, amelyek a BL képz6désének
sebességét limitalhatjak (Nomura és mtsai, 2001). Mindharom reakciét a CYP85 és
CYP90 csaladokhoz tartoz6 monooxigenazok katalizaljak, ezért varhatd volt, hogy
ezen enzimek kifejez6désének mértéke befolyasolhatja a szintézisut hatékonysagat.

Korabban kimutattuk, hogy a CPD gén expresszidjat a BR bioszintézis
végtermékeként létrejové BL egy transzkripcids szintli negativ visszacsatolas révén
gatolja. A tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy BL kezeléssel az Arabidopsis
valamennyi CYP85 és CYP90 transzkriptumanak mennyisége jelentésen csdkkenthetd
volt. Ez a hatas id6ben és mértékében valamennyi mRNS esetében hasonlé volt, ami
arra utalt, hogy a BR-bioszintetikus P450 gének mikddését a BR-ok dsszehangoltan,
azonos mechanizmus révén kontrollaljak. Ezt par év mulva aztan megerésitette, hogy
a szabalyozasért felelés BZR1 transzkripcids represszor azonositdasa soran
meghatarozott kété-szekvenciat (He és mtsai, 2005) megtalaltdk valamennyi CYP85 és
CYP90 gén promaterben.

A CPD esetében azt is kimutattuk, hogy kifejez6dése a BL-dal koncentracio-
fliggé modon represszalhatd, és hogy ez a hatas mar 1 nM koncentracional jol
megfigyelhetd (22. abra A). Ezzel szemben a gén fokozott expresszidjat tapasztaltunk
BR-hianyos és -inszenzitiv mutansokban. Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy a

vad tipusu névényekben a CPD olyan részlegesen represszalt allapotban van, amely a
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BR koncentracio figgvényében mind pozitiv, mind negativ iranyba flexibilisen valtozik.
Kovetkezésképp a CPD-t és a tobbi BR-bioszintetikus P450 gént kontrollald
visszacsatolasi hurok egy olyan fizioldgias szabalyozasi mechanizmusnak tekinthetd,
amely az optimalis hormonszint kialakitasa érdekében képes az expresszio folyamatos
modulalasara. A hormonszint megfelel6 korlatok kdzt tartasat szolgalja a bioldgiailag
aktiv BR-okat inaktivalni képes, szintén P450 tipusi BAS1/CYP734A1 (Neff és mtsai,
1999). A szabalyozas logikajabdl adéddéan ezen enzim szintén BR-regulalt génje a
bioszintetikus génekkel ellentétben nem negativ, hanem pozitiv visszacsatolassal
szabalyozott, ugyancsak transzkripcios szinten (Choe és mtsai, 2001). Késébb kodzolt
eredmények alapjan tudhatd, hogy a BAS1 a kasztaszteron és BL bioldgiai aktivitasat
kd6z6mbdsitd C-26 hidroxilaciot katalizalja (Turk és mtsai, 2005).

A BR-okéhoz hasonl6, a transzkripcié szintjén haté negativ visszacsatolasos
szabalyozas felelés egy masik fitohormon-csoport, a gibberellinek szintézisének
egyensulyaért is. Ebben az esetben csak a szintézisut két utols6 enzimét, a GA 20-
oxidazt és a GA 3B-hidoxilazt kodold gének transzkripcidja gibberellin-szabalyozott
(Yamaguchi és Kamiya, 2000), de ezek révén is megfeleléen kontrollalt a bioszintézis
sebessége. Nem vilagos, hogy a BR anyagcsere szempontjabdl milyen elénnyel jarhat,
hogy a végtermék-szabdlyozas a szintézis valamennyi P450 génjére kiterjed.

Vizsgalataink idején a CYP90C1 enzimnek még nem tulajdonitottak szerepet a
BR szintézisben (Kim GT és mtsai, 1999), a CYP90D1 funkcidja pedig - megfeleld
mutans hidnyaban - teljesen ismeretlen volt. E két P450-rél els6sorban a CYP90
csaladhoz tartozasuk alapjan feltételeztik, hogy a BR anyagcsereltban vehetnek
részt, de a CYP90C1-deficiens rot3 mutansnal erre utaltak a rovid, lekerekitett levelek
is (Kim GT és mtsai, 1998). Ezt az elképzelést erdsitette meg, hogy a CYP90C1 és
CYP90D1 az ismert BR-bioszintetikus génekhez hasonléan BL-represszalhat6é volt.
Késbébb mutansok segitségével bizonyitani lehetett a két gén szerepét a BR-ok
szintézisében (Kim GT és mtsai, 2005).

Az Arabidopsis magvak a termésérés soran nagy mennyiségli BR-ot
halmoznak fel (Fujioka és mtsai, 1998). Ez a hormonkészlet fontos a csirazas
folyamatainak szabalyozasahoz, ugyanakkor a CYP85 és CYP90 gének erbteljes
indukciéja azt mutatja, hogy a korai csirandévény szakaszban jelentés de novo BR
szintézisre is szikség van. Az egyedfejl6dés zavartalansagat biztositja a bioszintetikus
folyamatok szervspecifikus regulacidja is. Bar adataink a gyodkerekben erds
ROT3/CYP90C1 és CYP90D1 kifejezddést és jelentds BR metabolit felhalmozddast

mutattak, a kulcsfontossagi CPD és CYP85A2 gyenge aktivitdsaval parhuzamosan a
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bioaktiv BR mennyiség igen alacsony. A fiziologiailag kevésbé jelentdés C,s BR-0k
esetében az intermediereinek és végtermékeinek hasonlé szervspecifikus megoszlasat
irtak le paradicsom noévényeknél is (Yokota és mtsai, 2001). Elettanilag fontos, hogy a
bioszintetikus gének differencialt szabalyozasa révén az aktiv BR formak nem
halmozodhatnak fel a gyokérzetben, ahol mar nM alatti koncentracidkban gatoljak a
fejlédést (Clouse és Sasse, 1998).

Mig a BR szintézis kezdeti Iépéseiért felelés, nem P450 jellegl DIM1 és DET2
enzimek génjei sem BL (nem bemutatott adat), sem szervspecifikus regulaltsagot nem
mutattak, a CYP85 és CYP90 gének kifejez6dése mind hormonalisan, mind fejlédés-
és szervspecifikusan szabdlyozott volt. Eredményeink arra utaltak, hogy a P450 gének
expresszidjanak kontrollla a BR-ok szintézisén keresztil érdemben kihathat e
hormonok felhalmozédasara, és ezaltal regulativ funkcidkra. Egyrészt a CYP85 és
CYP90 transzkriptumoknak a csirazast koveté atmeneti felhalmozédasa egybeesett
csirandvények fejlédésének ismerten BR-igényes intenziv differenciaciéos és
megnyulasi folyamataival. Masrészt figyelemremélto volt, hogy a gydkerekben a C-23
hiroxilaciohoz szikséges CYP90A1 gyenge kifejez6dése egyiitt jart a szubsztratjaul
szolgalé 6-dezoxokataszteron felhalmozddasaval, valamint a késébbi intermedierek
mennyiségének redukcidjaval. Mara részben sajat adataink, részben mas
munkacsoportok (Symons és Reid, 2004) eredményei alapjan ismert, hogy a BR-ok
hatasukat autokrin/parakrin modon, szintézisiik kdzvetlen kbérnyezetében fejtik ki, és
megerésitést nyert, hogy ebben meghatarozé szerep jut bioszintézisuk szerv-, ill.
szovetspecifikus szabalyozasanak (Nomura és mtsai, 2005 és 2007; Symons és mtsai,
2006).

4.2.3. Az Arabidopsis CYP85 génjeinek differencialt miikodése

[A részfejezet alapjaul szolgalo publikacio: Castle J, Szekeres M, Jenkins G, Bishop GJ (2005)
Unique and overlapping expression patterns of Arabidopsis CYP85 genes involved in
brassinosteroid C-6 oxidation. Plant Mol Biol 57: 129-140]

A BR bioszintézis igen fontos Iépése a 6-dezoxokasztaszteront
kasztaszteronna alakité C-6 oxidacio, amely a BL képz6dés utolsd el6tti reakcidja.
Egyrészt a kdzvetlen prekurzor 6-dezoxokasztaszteron és a kasztaszteron mennyisége
kozti nagysagrendi kiilénbség a reakcid sebesség-meghatarozo jellegére utalt (Nomura
és mtsai, 2001; Shimada és mtsai, 2003), masrészt a kasztaszteronrol feltételezhetd
volt, hogy bioldgiai aktivitdssal rendelkezik, mert paradicsomban BL nem volt
kimutathaté (Yokota, 1997; Bishop és mtsai, 1999). A CYP85 P450 csaladba tarozé C-
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6 oxidazok kozil elészoér a paradicsom Dwarf génje altal kddolt CYP85A1-et sikerlt
azonositani, melynek hianya térpeséget eredményez (Bishop és mtsai, 1996 és 1999).
Késébb két torpe rizsfajta esetében volt megallapithatd, hogy névekedési
rendellenességik oka a Dwarf rizs ortolégjanak mutacidja (Hong és mtsai, 2002; Mori
€s mtsai, 2002). Mig a sulyos hianytiinetek ara utaltak, hogy paradicsomban és rizsben
a CYP85 funkciét egyetlen génkdpia kodolja, Arabidopsisbol két CYP85 gén valt
ismertté (Shimada és mtsai, 2001 és 2003).

Arabidopsisban a két CYP85 génhez koéthet§ tdérpe mutansok hianya azt
sugallta, hogy az ezek altal kédolt enzimek legalabb részben képesek egymas
funkcionalis helyettesitésére. Ennek alapjan munkank célja az volt, hogy megismerjik
e két fontos BR-bioszintetikus gén mikodésének fejlédés- és szervspecifikus

szabdlyozasat, valamint élettani szerepik viszonyat.

4.2.3.1. A CYP85 gének iddbeni kifejez6dése

Korabbi RT-PCR és cDNS ,microarray” vizsgalatok (sajat adataink; Shimada és
mtsai, 2003) kimutattdk a CYP85A1 és CYP85A2 transzkriptumok differencialt
felhalmozdédasat, de a megfeleld gének id6beni és térbeli kifejez6dése jorészt
ismeretlen maradt. A precizebb analizis céljabdl izolaltuk a CYP85A1 és CYP85A2
promoéterek és 5' nem transzlalt régidk 1,8 kb-os szakaszat, majd ezeket
riportergénekkel fuziondltattuk. Az igy kialakitott CYP85A1:GUS, CYP85A1.GFP,
CYP85A2:GUS, CYP85A2:GFP és CYP85A2:LUC konstrukcidkkal stabil transzgenikus
Arabidopsis vonalakat hoztunk létre.

Az egyedfejlédés elsd harom hetét feldlelé GUS hisztokémiai analizis soran jol
kimutathatd volt a két CYP85 promoter aktivitasa kozti kilonbség. A CYP85A1:GUS
ndvények a csirazastél szamitott elsé négy napban csak a hipokotilban és a gydkérben
mutattak festédést, amely elsésorban a szallitbnyalabokban volt erés. Ezt kdvetéen a
csokken6é GUS aktivitas a hipokotilra és a csucsi merisztémara szorult vissza, és a
hetedik nap utan mar nem volt észlelhetd. A sziklevelekben festédést nem, vagy csak
alig lehetett latni (33. abra A). Ezzel szemben a CYP85A2:GUS transzgén a csirazast
kovetbéen sziklevelekben, hipokotilban és gyokérben is markansan kifejez6dott, és bar
ennek intenzitasa idével szintén csdkkent, még a 21. napon is jol kimutathaté volt (33.
abra B).
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33. abra: Az Arabidopsis CYP85 génjeinek idébeni kifejez6dése

A GUS aktivitds eloszlasa MS médiumon LD fényviszonyok mellett csiraztatott és
nevelt CYP85:GUS transzgenikus névényekben. A: CYP85A1:GUS embridk (1-4), 2, 4,
7, 11, 15 és 21 napos novények (5-10) és viragok (11-12), B: CYP85A2:GUS embridk
(1-4), kéldokzsinérok (5-6), 2, 4, 7, 11, 15 és 21 napos novények (7-12) és viragok (13-
14). Alépték 0,1 (A1,2,3,B1,2,3),02(A4,B4,505(A5B6,7),1(A6,7,11,B
8,13),2(B9)és5(A 8,9, 10, 12,B 10, 11, 12, 14) mm-nek felelnek meg.
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34. abra: A CYP85:GFP flzids gének expresszidja a szallitdszévetben

MS médiumon LD fényciklusban nevelt egyhetes transzgenikus csiranévényekrél MRC
1024 konfokalis pasztazo lézer mikroszkoppal (BioRad, Santa Clara, CA, USA) készilt
felvételek. Az egyes képeken a GFP fluoreszcencia lathaté a CYP85A1:GFP (A 1-3),
ill. CYP85A2:GFP (B 1-3) csirandvények nyilakkal azonositott régiékban (C), valamint
CYP85A2:GFP novények gybkérzetének (D) oldalgytkér-kezdeményén (1),
szallitészovetében (2), és csucsi részén (3).

A reproduktiv szervekben a CYP85A1:GUS kifejez6dése nem volt
megfigyelheté (33. abra A). A CYP85A2:GUS expresszi6 viszont festédést
eredményezett a viragkocsanyban, a csészelevelekben, szirmokban, valamint a termé
csucsi részén is. A GUS aktivitas jelen volt a fejlédé becbkben is, ahol kiléndsen a
magkezdemények koldokzsindrjaban (funiculus) volt intenziv. Igen gyenge festédés az

embriékban is kimutathat6 volt azok kifejlett allapotaban (33. abra B).

4.2.3.2. Szerv- és szOvetspecifikus expresszié

Csirandvényeknél a két vizsgélt CYP85 gén kifejezédése jelentdsen eltéré volt

a sziklevelekben, ahol a CYP85A1 miikdodése nem volt kimutathatd, a CYP85A2
viszont erfs aktivitast mutatott. Ugyanakkor mindkét gén elsésorban a vaszkularis
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elemekben, valamint a gytkérnyak és a hajtascsiucs kornyékén expresszalodott (33.
abra A, B). CYP85A1.:GFP és CYP85A2:GFP csiranévényekben kiléndsen jol latszott
a transzgén preferencialis mikddése a szallitoszévetben (34. abra). A kifejlett
névényben is mikddé CYP85A2 promoter luciferazos fuzidja is féként a vaszkularis
nyaldbokban mutatkozott aktivnak. A CYP85A2:LUC no6vényeken emellett
megfigyelheté volt, hogy a transzgén magas szinten els6sorban a hajtascsucs
kdérnyékén és a fiatal levelekben fejezédik ki, mig a levelek koraval az expresszié

mértéke fokozatosan cstkken (35. abra).

35. abra: A CYP85A2:LUC transzgén aktivitasa haromhetes névényben

MS taptalajon LD viszonyok kozt nétt novény fényképe (A), valamint nagy
érzékenységli CCD kameraval detektalt LUC eredetli lumineszcenciaja (B). A hamis
szinezés( CCD felvételen az erés LUC aktivitasnak a fehér és piros, mig az alacsony
szintlinek a kék és lila régiok felelnek meg.

4.2.3.3. A CYP85 gének 5' szabalyoz6 szekvenciainak 6sszehasonlitasa

A CYP85A1 és CYP85A2 proteinek aminosav-szekvenciainak nagyfokua (82%-
0s) egyezése mellett nem volt meglepd, hogy heterolég éleszté rendszerben
kifejeztetve mindketté esetében azonos enzimatikus funkciét hataroztak meg, amely
tobbféle, de szerkezetileg hasonldé szubsztrat C-6 oxidacidjat is katalizalni tudta
(Shimada és mtsai, 2001 és 2003). Tekintettel arra, hogy a CYP85A1 és CYP85A2
gének kifejez6dési mintazata Iényegesen kilonbozott, a TAIR adatbazisban
(www.arabidopsis.org) elérhet§ adatok alapjan 6sszehasonlitottuk a regulaciéért
felel6s promoterek és 5' nem kddold régidk szekvenciait.

A CYP85A1 és CYP85A2 szabalyoz6 szekvenciak optimalizalt illesztése (36.
abra B) szamos roévid homolog szakaszt azonositott, amelyek fé6ként az 5' nem kdédold
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részben és a feltételezett transzkripcios start-szignalok (Gn. TATA boxok) kérnyékén
voltak talalhatok. A TATA szekvenciak a CYP85A1 esetében 71, a CYP85A2-nél 33 bp
tavolsagra voltak a leghosszabb ismert cDNS szekvenciak 5' végétdl, és a paradicsom
Dwarf/CYP85A1 génjében is megtalalhaté CTATATAAACA motivum részét képezték

(36. abra B). A prométereknek a kédol6 régiotédl tavolabbi szakaszain a homolégia

5. kromoszéma e —
receptor kinaz protein Ty1 copia CYP85A1
e | —— — EESE——
3. kromoszéma
MuDR CYP85A2
EE——— —E————
2 kb

-527 TTTTE CTIN®TA CﬁA“ ATTCTCTR--[EATHUCACACINIGCATAIATSCET GTC CYP85A1
-486 [TTTT] LUeACEETUAUAAE AACAAT AR TCIEVACHT TGTTENIT T TCTYGCLAI® TiE- GT CYP85A2
-458 RATGACACTTCCCAR CRCAARCGCOI TENWAVY— — LIT 8G AAAA TURUGC-—--lTT CYP85A1
-417 aG a TAGALl---AG] T TIRGT CAT AR CLINTYAGA) T AGAAALIA GC] TATGAQCA CYP85A2
-395 AATAACTORET T TREEES LCLYACACCAT oy - ————| GCTTATTTT@ALLE GRAGAC ARG CYP85A1
-351 HEATAACTE] CGTGCYENIARTTGC GTTTEANANNE —aC T| a————‘ ATaAC CYP85A2
-337 RACAAATATERICATGYT TTCECA CPATC--SgYXECCR-GACMATAAGAAA] i\ GATACAETIIE] CYP85A1
-286 QTATGGTCGTTQCT AA, LTA A“CGAAG“&A TAQACRAGAGTTHGH TARAZYIRAR CYP85A2
=272 GIGT. AGTTTCTIRET TR THT T CLESEER TAGTAACHITCINITIA ATHRIGIAIAITCAGEATGC CYP85A1
-216 CCLYALRISIC GACHCLIESC TATAIAEAAA S TCLCESC-CH RIS [AIC TCTE®TCAT CYP85A2
tata
-209 CT| LI TAGOTTIC TATATAAACAMRIECARACACALCCI®OTAGTCIJICAACCARAIN] CYP85A1
-147 TGYTG| it | AGE T T®CTATATAAACAISIEISCAGACACAGCCENRITAGT CECAACCAZAELY CYP85A2

*AV824681
*AB035868

-139 BCATAGCCATCTOICHCESTCTCASIIAISSAIeL| T TCTCTGG CAARACATAGHACATYY CYP85A1
-81 N WP C T TTCTCTCT EAABACATAGEAC A S CYP85A2
-69 TAATAGAGACAACAAGRGNACYYYYCAGAGTGATCTGTT T TN ATTESAC Y- FACAG TCAY CYP85A1
-38 ] [\ AT A A A AEACAGACCATAAAARCASAINIAG CYP85A2

atg
1 A GClva CTGATEATGGGTCTTCTITCGATCATE®GTETOTOT(® C @CTHCGAT] CYP85A1
1 A CATINA TGATIRITGGGTCTTCTHETCGATCATUCTHTET] [®CGAT] CYP85A2

36. abra: Az Arabidopsis CYP85 prométerek szekvencidinak 6sszehasonlitasa

A: A CYP85 gének kromoszémalis kdrnyezete. A nyilak egy receptor kindz-szer(
protein (At5g38990), egy ismeretlen protein (At5g38980), a Tyl copia-szerl elem
(At5g38975) és az MuDR transzpozéaz-szer( fehérje (At3g30170) kodold szekvenciait
jeldlik. B: A CYP85A1 és CYP85A2 gének 5' regulator szekvenciai. Az egyezd
nukleotidakat sotét hattér, a transzkripcids és transzlacios iniciacioért felelés szignal-
szekvenciak helyét tata” és ,atg” jeldli. Az 5' irAnyban leghosszabb cDNS-ek végét
csillagok mutatjak, mellettiik a szekvenciak GenBank kédszamaval.
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mértéke fokozatosan csdkkent, és a transzlaciés starttél mintegy 500 bp utan mar
jelentéktelen volt (nem bemutatott adat).

Az Arabidopsis 5. kromoszomajan a CYP85A1 kodolod szekvencigja elétt 1,8 kb-
nyira méar a Tyl copia-szeri retrotranszpozon helyezkedett el, behatarolva a prométer
lehetséges hosszat. Ezzel szemben a 3. kromoszéman a CYP85A2 kodol6 szakasztél
5' iranyban a legkdzelebbi azonositott funkciondlis elemig (MuDR transzpozaz-szerii

szekvencia) igen hosszU, 13 kb-nyi ismeretlen DNS régié volt talalhaté (36. abra A).

4.2.3.4. A paradicsom Dwarf:GUS fuzié kifejez6dése Arabidopsisban

Az Arabidopsistol eltéréen paradicsombdl csupan egyetlen, a Dwarf gén éltal
kodolt CYP85 volt ismert (Bishop és mtsai, 1996 és 1999). A két névényfajban mikodd
szabalyozas ©sszehasonlitasa végett a Dwarf promoéter 1,2 kb-os szakaszat

fuziondltattuk a GUS riporterrel, és az igy létrehozott konstrukcié expressziojat

€¥ W

37. 4bra: A paradicsom Dwarf:GUS fuzié kifejez6dése és BL-represszalhatésaga
transzgenikus Arabidopsisban

Otnapos LD kérllmények kdzt, hormonmentes (A), ill. 1 uM BL-ot tartalmazé MS
médiumon csiraztatott és nevelt csirandvények. A képeken a Iépték 5 mm-nek felel
meg.

transzgenikus Arabidopsisban tanulmanyoztuk. Vizsgalatunk soran a Dwarf promoter
aktivitdsa a CYP85A2-éhez hasonld, bar attdl valamivel gyengébb volt. A fuzids géntél
ered6é GUS aktivitas els6sorban a gyokérben, a gyokérnyakban és a hajtascsucson volt
erbtelies (37. abra A), ami j6l egyezett a paradicsomban medfigyelt kifejez6dési
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mintazattal is (sajat adataink). A hasonlé szervspecifikus kifejez6dés mellett Dwarf
promoter paradicsomban észlelt BR-represszalhatdsaga (sajat adataink) is kimutathatd
volt (37. abra B). Mindez az Arabidopsis és paradicsom CYP85 gének transzkripcids

szabdalyozasanak konzervativ voltat mutatta.

4.2.3.5. A CYP85A1 és CYP85A2 gének funkcibmegosztasa

Mig a paradicsom és rizs esetében egyetlen CYP85 gén inaktivalasa sulyos
torpeséget eredményezett (Bishop és mtsai, 1996; Hong és mtsai, 2002; Mori és mtsai,
2002), Arabidopsisnal a C-6 oxidacioban defektiv térpe mutansok hianya a CYP85A1
és CYP85A2 gének redundans szerepét sugallta. Erre utalt szekvenciaik nagyfoku
homoldgigja is. Mindezt meger8sitette, hogy mig a T-DNS inszerciéval |étrehozott
SALK mutansok kozt egy-egy cyp85al és cyp85a2 vonal nem, vagy alig mutatott
észlelhetd fenotipust, a kettés mutans jellegzetes BR-deficiens tdrpe volt (Nomura és
mtsai, 2005: munkank idején csak személyes kozlés). A funkciondlis redundancia
lehetéséget nyujt az Arabidopsis CYP85 génjeinek differencidlt transzkripciés
szabdalyozasara, amelynek létezését RT-PCR (sajat adataink) és cDNS-hibridizacios
eredményekkel (Shimada és mtsai, 2003) igazolni is lehetett. Ezek a modszerek
viszont nem voltak alkalmasak a génkifejez6dés olyan pontos lokalizalasara, amit a
promoter-riporter fizidk segitségével el lehetett érmni.

Adataink azt mutattak, hogy az Arabidopsis két CYP85 génje kdzil a CYP85A2
expresszidja erdésebb, inkabb a hajtasban lokalizalt, mig a gyengébben kifejez6d6
CYP85A1 csak a fejlédés korai szakaszaban nyilvanult meg. Ezek az eredmények jol
egyeztek a GENEVESTIGATOR adatbazis (Zimmermann és mtsai, 2004,
www.genevestigator.etzh.ch) Un. digitalis Northern adataival, amelyek a teljes
Arabidopsis genomot lefedd ,microarray” hibridizaciés kisérletek alapjan a CYP85A1
kifejez6dést minden fejl6dési stadiumban és szervben a zajszinthez kozelinek
mutattak.

Mindharom tipusu riporterrel kévetett CYP85 aktivitas igen markans volt a
szallitészovetekben. A vaszkulatara kdrnyékén aktiv BR szintézist lehetett feltételezni,
mert a trachea elemek differenciacidjaval parhuzamosan e hormon felhalmozédasat
észlelték, és mert a BR-deficiens térpe mutansokban rendellenes xilém fejlédés volt
megfigyelhet6é (Fukuda, 1997; Yamamoto és mtsai, 2001). A kés&bbi vizsgalatok azt is
kimutattdk, hogy Zinnia elegansban a CYP85 és CYP90 enzimek ortolégjai

0sszehangoltan indukalodtak a xilémképz&dés folyaman (Yamamoto és mtsai, 2007).
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A GUS fest6dés és LUC lumineszcencia eloszlasa egyarant azt mutatta, hogy a
CYP85A2 igen er6sen expresszalddik a hajtascsucs régidjaban, ahol intenziv CPD
aktivitds is megfigyelheté volt. Ezzel kapcsolatban érdemes megemliteni, hogy
paradicsomban a levelek kialakulasanak tanulmanyozasakor a CYP85 transzkriptum
megjelenése a legkorabbi differenciacios stadiumokra jellemz6é markernek bizonyult
(Pien és mtsai, 2001). A fontos bioszintetikus gének magas aktivitasa a levelek
képz6dése soran valoszinlleg szorosan Osszefligg az intenziv sejtmegnyulasi és
szoveti differenciaciés folyamatok fokozott BR igényével.

A CYP85A1 és CYP85A2 nagyfoki aminosav-szekvencia egyezése és a
génjeik 5' szabalyoz6 régidiban megfigyelhetd homoldgia arra enged koévetkeztetni,
hogy Arabidopsisban a C-6 oxidaz funkciék redundanciaja viszonylag Gjonnan kialakult
duplikacié eredménye lehet. Figyelemreméltd, hogy mindkét CYP85 gén transzpozon-
szer(i szekvenciak szomszédsagaban taladlhatdé, igy elképzelhet6, hogy a
megkettéz6dés transzpozicion alapuld rekombinaciés eseményként jOhetett 1étre. Bar
a duplikaci6 kovetkeztében a két gén regulaltsdga valtozott, a prométerek
hasonlésaganak megfeleléen k6z0s expresszios tulajdonsagok (pl. erés szallitdszoveti
kifejez6dés) is felismerhet6k. Emellett a Dwarf promoéter igen hasonldé mikoédése
paradicsomban és transzgenikus Arabidopsisban arra utal, hogy a CYP85 gének
regulacidja a kétszikliek korében jél konzervalt mechanizmusra épdil.

A fitohormonok bioszintézisében jol ismert jelenség, hogy redundans funkcidk
differencialt szabalyozas réven idében és térben kilénb6zé modon Iépnek mikddésbe.
Rizsben példaul két gibberellin 20-oxidaz gén ismert, melyek a BR szintézis génjeihez
hasonlé transzkripcids szint(i negativ visszacsatolassal gibberellin-represszélhatok. De
mig GA200x-1 els6sorban a viragzatban fejezddik ki, a GA200x-2 a levelekben és
virdgokban egyarant aktiv, és funkciovesztése torpeséghez vezet (Ashikari és mtsai,
2002). Utdbb ismertté valt, hogy a CYP85A1 és CYP85A2 enzimatikus funkciéi nem
teliesen azonosak. Bar mindkét P450 a bhiolégiailag aktiv BR formak létrehozasaért
felelés és egyarant katalizalja a 6-dezoxokasztaszteron — kasztaszteron atalakulast
(3. abra), pontosabb vizsgalatok kideritették, hogy a CYP85Al-gyel ellentétben a
CYP85A2 az ezt kdvetd, BL-ot termeld Baeyer-Villiger laktamizaciéért is felelés (Kim
TW és mtsai, 2005; Nomura és mtsai, 2005). E funkcionalis kiilénbség élettani szerepe
Arabidopsisban még tisztazatlan, de paradicsomban egy, a CYP85A2-vel azonos
specificitasi masodik CYP85 (CYP85A3) felfedezése kapcsan kiderllt, hogy a
laktamizacios reakci6 és a BL termelés meghatarozé fontossagl a termés

kialakulasanak folyamataban (Nomura és mtsai, 2005).
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A promoéterek miikddésének tanulmanyozasat nagymeértékben segiti a riporter
fuziok alkalmazéasa, ugyanakkor mindig fontos kérdés, hogy a létrehozott transzgén
aktivitasa, illetve a riporterek mérhet6 paraméterei mennyire precizen tukrézik a
vizsgalandd gén tényleges transzkripcios aktivitasat. Amellett, hogy eredményeinket
mindig ennek figyelembevételével kellett értékelnliink, megbizhatdésagukat igazolta a
direkt MRNS analizisek adataival valo j6 egyezés, valamint a kildnb6z6 riporterekkel
kapott kifejez6dési mintazatok hasonlésaga is. Annak ellenére, hogy a riporterek
detektalhatésaga - stabilitasatol figgéen - eltérhetett a pillanatnyi transzkripcios

aktivitastol, hasznalatuk az expresszio igen pontos lokalizalasat tette lehetévé.

4.2.4. A paradicsom Dwarf génjének miikodése

[A részfejezet alapjaul szolgalod publikacié: Montoya T, Nomura T, Yokota T, Farrar K’, Harrison
K, Jones JGD, Kaneta T, Kamiya Y, Szekeres M, Bishop GJ (2005) Patterns of Dwarf
expression and brassinosteroid accumulation in tomato reveal the importance of brassinosteroid
synthesis during fruit development. Plant J 42: 262-269]

A paradicsom nemcsak értékes haszonnovény, hanem mint genetikailag jol
karakterizalt faj a termés kialakulasanak és érési folyamatainak tanulmanyozasara
kivalasztott igéretes modell objektum is (Giovannoni, 2001 és 2004). A termésfejlédést
befolyasol6 szamos mutans kézil néhany a hormonalis szabdlyozas szintjén okoz
zavarokat. llyen példaul a never ripe (nr), amely az etilén szignalutat inaktivalja, ezaltal
gatolva a termés érését (Lanahan és mtsai, 1994; Wilkinson és mtsai, 1995). A
gibberellin-deficiencia szintén fejlédési problémakat okoz, és az ilyen mutansokban a
megfeleld virag- és termésképzédés csak gibberellin kezelés mellett érheté el (Groot
€és mtsai, 1987; Nester és Zeevaart, 1988). A BR-ok szerepe a reproduktiv szervek
fejlédésében ismeretlen volt, de tudni lehetett, hogy a C-6 oxidacidban sérilt dwarf
mutans sllyos novekedési defektusa ellenére is fertilis viragok és termés képzésére
képes (Bishop és mtsai, 1996). Bar Arabidopsisban a sulyos BR-deficiencia késGi
viragfejlédést (Chory és mtsai, 1991) és himsterilitast (sajat adataink) is okozott, dwarf
paradicsom ndvényekben ezek a tiinetek nem voltak megfigyelhetdk.

Annak ellenére, hogy nagy hatékonysagu transzkriptum analizisek
eredményeként sok BR-reguldlt gén, és néhany ezekhez kothetd folyamat is ismertté
valt (Vert és mtsai, 2005), tovabbra is jorészt tisztazatlan maradt, hogy a névényekben
melyek a BR szintézis elsédleges helyei. A BR bioszintézis génjeinek kifejez6désérdl
rendelkezésre all6 adatok els6sorban Arabidopsison végzett RT-PCR és cDNS
.microarray” kisérletekbdl (sajat adataink; Goda és mtsai, 2002 és 2004b; Missig és
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mtsai, 2002; Shimada és mtsai, 2003), valamint promoter-riporter flzidk
expresszidjanak analizisébdl (sajat adataink) szarmaztak, és hatarozott szervspecifikus
killonbségeket mutattak.

Az Arabidopsis CYP85 gének differencialt aktivitasanak ismeretében munkank
célia az volt, hogy megvizsgaltuk az ezek paradicsom ortolégjanak szamitd6 Dwarf
pontos kifejez8dési mintazatat is RT-PCR, valamint prométer-riporter fuziét hordozé

transzgenikus noévények felhasznalasaval. Tekintettel arra, hogy a paradicsom

38. abra: A Dwarf:GUS flzi6 kifejez6dése transzgenikus paradicsomban

MS taptalajon LD fényviszonyok mellett csiraztatott és nevelt Dwarf:GUS
transzgenikus novények hisztokémiai festédése. Egyhetes, fliggetlen transzgenikus
vonalakbdl szarmazo csirandvények (A). Kéthetes novény cslcsi része (B) és annak
keresztmetszete (C). Gyokércsucs (D) és keresztmetszete (E), valamint oldalgyokeér-
kezdemények (F) és keresztmetszeti képik (G).
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méreténél fogva lehet6séget ad a hormoneloszlas meghatarozasara, a varhatéan
differencialt kifejez6dés esetén tanulményozni kivantuk a Dwarf expresszié és a BR

tartalom kdzotti viszonyt is az egyes szervekben.

4.2.4.1. A Dwarf gén expresszidja csirandvényekben

Kisérleteinkhez a Dwarf prométer 1,2 kb-os szakaszat fuzionaltattuk a GUS
riporterrel, majd a kapott génkonstrukciéval transzgenikus paradicsom vonalakat
hoztunk létre. Ezeknél a hisztokémiai reakcié intenzitasa valamelyest kilonbdzott
ugyan, de annak eloszlasa minden esetben hasonlé volt (38. abra A). A tovabbi
analizishez ezutan egyetlen, reprezentativ vonal utédait hasznaltuk. A GUS aktivitas

eloszlasat vizsgalva a leger6sebb festédést a hajtasok és gyokerek csucsi részén,

Dwarf —
Actin —

39. 4bra: A GUS festédés és a Dwarf mRNS szintjének viszonya Dwarf:GUS
csirandvényekben

A: Tiznapos, GUS aktivitasra festett csiranoévény, a transzkriptum analizishez hasznalt
részek megjel6lésével. B: Az ,A” panelen azonositott régiokbél szarmazé RNS-ekkel
kapott RT-PCR termékek. Konstitutiv belsd kontrollként az Actin-specifikus reakciot
hasznaltuk.
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valamint az oldalgytkér-kezdemények kornyékén kaptuk (38. &bra B, D, F). A
keresztmetszeti képeken jol lathatd volt, hogy a hajtas- és gyokércslcs kornyékén
egyarant a szubmerisztematikus régiok mutattak a legnagyobb GUS aktivitast, tovabba
erételjes fest6dés mutatkozott a szallitdszdvetekben és a kialakulé oldalgydkerekben is
(38. 4bra C, E, G).

A GUS aktivitas és az endogén Dwarf mRNS-szint megfelel§ korrelacidjanak
ellen6érzésére parhuzamosan hisztokémiai és félkvantitativn. RT-PCR analizist
végeztiink tiznapos Dwarf:GUS transzgenikus csiranévényeken. Ennek soran mindkét
megkozelitéssel a hajtascsics kornyezetében és a sziklevelekben jelezte a
legintenzivebb Dwarf aktivitast (39. abra A, B), meger6sitve a transzkriptum és riporter

alapu vizsgalatok adatainak jo dsszevethetbségét.

4.2.4.2. A Dwarf kifejez6dése a virag- és termésfejlédés soran

A paradicsom a reproduktiv fejl6édés fontos modellfaja, ezért részletesen
megvizsgaltuk a Dwarf kifejez6dését a viragok és termés kialakuldsdnak egyes
szakaszaiban. Ennek soran Dwarf:GUS transzgenikus névények reproduktiv
szerveinek kilénb6zé stadiumaiban szedett mintakat analizaltunk GUS hisztokémiai
festés és RT-PCR felhasznalasaval. A viragzasnal a leger6sebb GUS aktivitas a

A
1 2 3 4
'
B
Actin —
Dwarf —

40. abra: A Dwarf gén expresszioja a viragfejl6édés soran

A: Uveghazi koriilmények kdzt nevelt ndvényekrél szarmazo viragok GUS hisztokémiai
festédése. A mintak fejlédési stadiumok szerint: < 7 mm (1) és > 7 mm (2) bimbd,
valamint nyil6 (3) és teljesen kinyilt virag (4). B: Az ,A” panel viragfejl6dési
stadiumaibdl szarmazé RNS-ekkel végzett RT-PCR termékei. C: Teljesen kinyilt
viragok részeibdl: csésze- (cs) és sziromlevelekbdl (sz), porzokbdl (p), termbkbdl (1),
virdgkocsanyokbdl (k) és teljes viragokbdl (v) nyert RNS-ekkel végzett RT-PCR
reakciok termékei.
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termdlevelekben és a viragkocsanyban volt megfigyelheté (40. abra A). Ugyanakkor
RT-PCR modszerrel a virdgkezdeményekben, kifejlett allapotban pedig a
virdgkocsanyban észleltiink magas Dwarf transzkriptumszintet (40. abra B, C).

A termésben a vizsgalt, érés el6tti id6szak soran a transzgén aktivitasa a
novekedéssel egyre intenzivebbé valt. Az er6s GUS fest6dés elsdésorban a
magfejlédéssel parhuzamosan, a placentdban volt magas, mig a perikarpidlis
szovetekben gyengébb kifejezddés volt tapasztalhatd (41. abra A). Az RT-PCR analizis
az egyes stadiumokban viszonylag egyenletes Dwarf mMRNS-szintet mutatott ki, viszont
megerldsitette a placenta és perikarpium kozo6tt hisztokémiai modszerrel észlelt

expresszios kilonbségeket (41. abra B).

41. dbra: Dwarf kifejez6dés a termésfejl6dés korai szakaszaban

A: Uveghazi korlilmények kdzt nevelt novényekrél szarmazd termések szeleteinek
GUS hisztokémiai fest6édése. A mintak fejlédési stadiumok és a termésen belili
helyzetik szerint: 3 mm-es (1), 8 mm-es (2), 1 cm-es (3), 2-2,5 cm-es (4), 3,2 cm-es
telies termés (5), ill. annak placenta (6) és perikarpium (7) része, valamint 5 cm-es
teljes termés (8), ill. annak placenta (9) és perikarpium (10) része. B: Az ,A” panelen
bemutatott termésfejlédési stadiumokbdl, ill. termésrészekbdl szarmazé RNS-ekkel
végzett RT-PCR termékei.

4.2.4.3. Erételjes BL felhalmozodas a termésérés soran

A GUS és RT-PCR vizsgalatok stadiumainak (41. abra) megfelel6 fejlettségi
teremésekben GC-MS analizissel meghataroztuk az endogén BR-ok mennyiségét.
Ennek legmeglepdbb eredménye az volt, hogy a termés mintakban nagy mennyiségi
BL-ot lehetett kimutatni. Meglepé médon a mért BL mennyiségek joval magasabbak
voltak a paradicsom aktiv BR formajanak tekintett kasztaszteronénal (7. tablazat). A

placenta és perikarpium Dwarf aktivitasa kozti markans kilonbség miatt ezekben a
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termésrészekben kilon is meghatéroztuk a BR-ok szintjét. Méréseink szerint az erés
BL felhalmozédas a perikarpiumra nem, csak a fejl6dé6 magokat is tartalmazé
placentalis frakciora volt jellemzd, ahol egyidejlleg a CYP85 C-6 oxidazt kodold Dwarf
erés kifejez6dését is megfigyeltik. A magas BL tartalom mellett a placentaban zajlo
igen aktiv C-6 oxidacidra utalt a reakcié szubsztratjaul szolgalé 6-dezoxokasztaszteron
pooljanak jelent6s leapadasa, ami a perikarpidlis és a vegetativ mintak adataival

0sszehasonlitva j6l lathato volt (7. tablazat).

7. tablazat: Fejl6d6 paradicsom termés BR tartalmanak véltozasa

fejlédési stadium, ill. termésrész

BR 3. 4. 5. 6. 7. veg.
6-dezoxoteaszteron ND ND ND ND 38 44
3-dehidro-6-dezoxoteaszteron 20 45 44 67 29 31
6-dezoxotifaszterol ND ND ND ND ND 466
6-dezoxokasztaszteron 1548 695 1101 68 1515 5253
kasztaszteron 41 483 34 71 a7 217
brasszinolid 3468 3398 1613 2089 96 ND

A 41. dbran bemutatott fejlédési stadiumokbdl és termésrészekbdl, valamint 8 hetes ndvények
8. leveléig gyujtott vegetativ szervekbél (veg.) GC-MS analizissel meghatarozott BR tartalom
(ng/kg friss tdmeg). ND: nem detektalt.

4.2.4.4. A BR-ok vaszkularis transzportjanak hianya

A paradicsom termés magas BL tartalma ellenére ugyanezen névények
vegetativ szerveiben ez az aktiv BR forma nem volt kimutathatd. Elképzelheté volt,
hogy ennek oka a termés felhasznalé (sink) szerv jellege. Ennek tisztdzdsa végett
reciprok oltasi kisérletet végeztiink vad tipust és a Dwarf null-alléljét hordozé d* (Gn.
.extreme dwarf”) novényekkel. Azt tapasztaltuk, hogy az oltvanyokban a vad tipusu
rész sem alanyként, sem oltévessz6ként nem tudta enyhiteni a mutans partner BR-
hianyos torpeségét (42. abra). Ez az eredmény egyértelmien a hatékony BR

transzport hianyara utalt.
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d*vessz6

wt alany

42. abra: Reciprok oltasi kisérletek vad tipusui és d* mutans paradicsom vonalakkal
BR-deficiens d* alannyal és vad tipusu oltovesszével (A), ill. vad tipusu alannyal és d*
vesszlOvel (B) létrehozott haromhetes oltvanyok.

4.2.45. A Dwarf gén szerepe a reproduktiv fejlédésben

Munkank egyik fontos célja az volt, hogy felderitsik a BR bioszintézis
szempontjabdl legfontosabb régidkat a névényen belil. Az erre iranyulé korabbi RT-
PCR vizsgalatok jelezték a bioszintetikus gének differencialt kifejez6dését (sajat
adataink; Shimada és mtsai, 2003), de viszonylag pontos lokalizalasukra csak a
promotereik riportergénes flzidival végzett analizisek alapjan nyilt moéd (sajat
adataink). A Dwarf Arabidopsis ortolégjainak expresszigjat tanulmanyozva
megallapithato volt, hogy mig a CYP85A1 csak gyenge, és a korai fejl6dés idészakara
korlatozott aktivitdssal rendelkezik, a hajtds- és gydkércsucs kornyékén erésen
kifejez6d6 CYP85A2 mikddése igen hasonld a Dwarf/CYP85 généhez (sajat

adataink). A Dwarf aktivitas apikalis lokalizaciéja ol illeszkedett ahhoz, hogy az altala
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kodolt P450 enzim a BR bioszintézis egy szorosan kontrollalt reakciojat katalizalva
(Nomura és mtsai, 2001) a paradicsom szempontjabol legfontosabb aktiv BR
szarmazéknak tekintett kasztaszteront hozza létre (Yokota 1997; Bishop és mtsai,
1999). A hajtascsucs régidjara lokalizalhat6 BR C-6 oxidaz aktivitast valdszinUsitett az
is, hogy paradicsomban a Dwarf indukciot a levél differencialodas egyik legkorabbi
indikatoranak talaltak (Pien és mtsai, 2001).

A hatékony BR transzport hianya megerésiti azt a feltételezést, hogy a
paradicsom intenziv Dwarf kifejez6dést mutaté régidi alapvetéen megegyeznek az
aktiv BR bioszintézis helyeivel. A BR-ok alapvet&en lokalizalt hatasat mutatta az is,
hogy a paradicsom levelében Dwarf/dwarf genetikai mozaikossag folytan rancos, BR-
deficiens szektorok alakulhatnak ki (Bishop és mtsai, 1996). Az altalunk paradicsomon
és a Symons és Reid (2004) altal borsén elvégzett reciprok oltasi kisérletek
eredményei egyarant a BR-ok névényen bellli érdemi mozgasanak hianyat jelezték
mind akro-, mind bazipetalis iranyban.

A fejl6d6 termések hisztokémiai vizsgalatakor igen er8s festddést kaptunk a
fejl6dé magok kérnyékén a placentalis régioban. Tekintettel arra, hogy a termés ezen
részének pH-ja alacsonyabb a perikarpiuménal, ennek lehetséges befolyasolé hatasat
kikiiszobolendd, a GUS festést téményebb, nagyobb kapacitasu pufferben is
elvégeztik. Ennek azonos eredménye alapjan megallapithaté volt, hogy az észlelt
kGlénbség nem az eltéré pH kdvetkezménye, hanem valdban a transzkriptum szintjén
is tapasztalt intenziv expressziéhol ered.

Munkank meglep6 eredménye volt, hogy a fejl6dé termésben nagy mennyiségi
BL-ot tudtunk kimutatni. Korabban Ugy tartottak, hogy ez a kasztaszteronnal aktivabb
BR forma paradicsomban nem fordul el6, mert a vegetativ szervekben nem volt
kimutathatdé sem vad tipusd (Yokota 1997; Nomura és mtsai, 2001), sem Dwarf-
tultermelé (Bishop és mtsai, 1999) vagy a bioszintézis visszacsatolasos
szabdalyozasatdl mentes BR-inszenzitiv (Montoya és mtsai, 2002) névények esetében.
Ez azt sugallta, hogy a BL fontos szerepet jatszhat a termés fejl6désében.
Valoszinlsithetd volt, hogy a Dwarf/CY85 erételijes kifejez6dése a termésben
jelentdsen hozzajarul a BL szintézis felfutasahoz. De tekintettel arra, hogy a Dwarf
esetében in vitro csak kasztaszteront termelé C-6 oxidaz aktivitast lehetett kimutatni
(Bishop és mtsai, 1999), a BL létrejottéhez sziikségesnek latszott egy tovabbi,
termésspecifikusan expresszaldédo enzim is. Nem sokkal kés6bb sikerilt is azonositani
egy masodik, CYP85A3-nak elnevezett CYP85 enzimet (Nomura és mtsai, 2005),

amely kizarélag a termésben talalhatd. Ez az Arabidopsis CYP85A2-h6z hasonléan a
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C-6 oxidaz funkci6 mellett a BL képzbédéshez sziikséges laktamaz aktivitassal is
rendelkezik.

Eredményeink azt mutattdk, hogy a Dwarf aktivitAsa - az Arabidopsis BR-
bioszintetikus P450 génjeihez hasonléan - BR-fliggé negativ visszacsatolasos
szabalyozas alatt all. Felmerllt a kérdés, hogy ez a gén miként fejezédhet ki a fejl6d6
termésben észlelt jelentés BL felhalmozddas ellenére. Feltételezhetd, hogy a placenta
kornyékére az analitikai adatok alapjan kalkuldlhaté mintegy 5 nM aktiv BR
koncentraci6 csak részleges gatlast eredményez. Az Arabidopsis CPD ilyen
hormonszint mellett a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva még kb. 25%-0s expressziot
mutatott (sajat adatunk). Masrészt az is elképzelhetd, hogy a placentaban - a jobb
hatékonysag érdekében - a BR szintézis és felhalmozas térben elkilondlten,

kompartmentalizalva térténik.

4.2.5. A BR bioszintézis napszakos regulaciéja

[A részfejezet alapjaul szolgald publikacid: Bancos S, Szatmari A-M, Castle J, Kozma-Bognar L,
Shibata K, Yokota T, Bishop GJ, Nagy F, Szekeres M (2006) Diurnal regulation of the
brassinosteroid-biosynthetic CPD gene in Arabidopsis. Plant Physiol 141: 299-309]

A BR bioszintézis folyaman membran szterolokbdl kiindulva szamos, jorészt
P450-ek altal katalizalt oxidacion keresztul képz&dik BL. Alaposabb vizsgalatok révén
ismertté valt, hogy a szintézis reakciéi a CYP85 és CYP90 enzimek relaxalt szubsztrat-
specificitasa folytan parhuzamos agakon haladhatnak (Choi és mtsai, 1997; Fujioka és
mtsai, 2002), aminek kovetkeztében a konverzids Iépések nem linedrisan, hanem
inkabb haldzatszerlien rendezédnek (Shimada és mtsai, 2003; Fujioka és Yokota,
2003). A szintézis ilyen szervezédése mellett lehetséges, hogy egyes szervekben,
szbvetekben a BL képzbdés sebességét kulonbdzd reakcidk limitdlhassak. Az
intermedierek kétsziki{ fajokban meghatarozott mennyiségei alapjan ilyen szabalyozas
a korulményekidl fliggéen a C-23 hidroxilacié vagy C-6 oxidacid szintjén torténhet
(Nomura és mtsai, 2001).

Arabidopsisban a BR C-23 hidroxilacioban és C-6 oxidaciéban a
CPD/CYP90A1 és CYP85A2 enzimeknek van jelentés szerepik. Kifejez6désuk
elsddlegesen transzkripcidés szabalyozas alatt all, amelynek Osszetettségét RT-PCR
alapl mRNS-szint meghatarozasok (sajat adataink; Shimada és mtsai, 2003) és
promoter-riporter flzids transzgénekkel végzett expresszidés vizsgalatok (sajat
adataink) is mutattak. Azért, hogy a CPD és CYP85A2 aktivitasat még érzékenyebben,

és féleg in vivo valtozdsaik folyaman is nyomon kovethessik, a korabban GUS
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fuzibkhoz hasznalt promoter régidikat a szentjanosbogar luciferaz génjével (LUC)
fuziondltattuk, majd ezekkel a riporter konstrukcidkkal stabil transzformans névényeket
hoztunk létre. Az igy kapott vonalak el6zetes karakterizdlasa soran azt tapasztaltuk,
hogy mindkét promoéter esetében a fluzids transzgén kifejez6dése napszakoktdl
fliggben jelentdsen valtozott.

Vizsgélataink célja a BR-bioszintetikus gének, mindenekel6tt a CPD napszakos
kifejez6dét meghataroz6 tényezék megismerése volt. Fel kivantuk deriteni a fény
pontos szabalyozé szerepét a diurnalis szabalyozasban, és azt is, hogy ennek
kozvetitésében mely szignalatviteli mechanizmusoknak vesznek részt. Tisztazni
akartuk tovabba a transzkripcié napszakos fluktuaciojanak esetleges hatasat a

bioldgiailag aktiv BR formak felhalmozédasara.

4.2.5.1. A BR-bioszintetikus gének diurnalis ciklusu kifejez6dése

A napszakos valtozasok természetét tisztdzandd megvizsgaltuk a riporter fuziok
id6ébeni kifejez6dését egyhetes csirandvényekben LD viszonyok mellett. A CPD:LUC
transzgén expresszidja jellegzetes bifazisos gorbét adott, amelynek két hatarozott
maximuma a fény szakasz kezdete utani els6, és az annak végével egybeesd
idépontra esett (43. abra A). Ugyanilyen koérilmények kodzt a CYP85A2:LUC igen
hasonld mikédést mutatott (43. abra B). Erdemi kiilénbség volt viszont a CYP85A2
promoéternek a CPD-énél lényegesen alacsonyabb (mintegy 10%-anyi) aktivitasa. A
CYP85A2 promoéter kifejez6désében emellett jéval nagyobb napi amplitudét lehetett
megfigyelni, és a fény szakaszok kezdete utani maximumok elérése a CPD-hez
viszonyitva hosszabb id6t: négytél hat orat vett igénybe (43. abra A és B). Mindezek
ellenére a két BR hioszintézis gén napi expresszios profiljanak nyilvanvalo
hasonlésaga arra utalt, hogy kialakulasukban kdzds szabalyozasi mechanizmusok
vehetnek részt.

Annak ellenérzésére, hogy a mért lumineszcencia adatok mennyire hiven
tikrozik a tényleges CPD transzkripci6 mértékét, RT-PCR segitségével
0sszehasonlitottuk a CPD mRNS stacioner mennyiségének valtozasait egy LD ciklus
folyaman (43. dbra C). Hatérankénti mintavétel mellett a transzkriptum szintje a sétét
szakasz végén volt legalacsonyabb, a vilagos periédus végén legmagasabb, mig a két
fényszakasz alatt kdztes értékeket adott. Ezek az adatok j6 egyezést mutattak a CPD

promdter LUC aktivitas alapjan mért kifejez6dési értékeivel (43. abra A).



106

L >
umineszcencia
(fotonszam / csiranévény x 104)

o

T
12 24 36 48 60 72

1d6 (h)
B -
<
=
e
>
g2
< >
32 0.5
NE |
£8
E~ 1
3E |
N
2 |
2
g O 1 T 1 T 1 T 1
12 24 36 48 60 72
1d6 (h)
C
1d6 (h)
0 6 12 18
CPD e —

usqro HED GHD SN G

43. dbra: A CPD és CYP85A2 gének diurnalis kifejez6dése

A és B: LD viszonyok koézt nevelt CPD:LUC (A) és CYP85A2:LUC (B) transzgenikus
csirandvényeknek a csirazastdél szamitott nyolcadik naptdl mért lumineszcencia
értékei. Az id6 tengelyen a fekete és fehér savok a sotét és vilagos periddusokat jelzik,
a nulla idépont a nyolcadik fényszakasz kezdetének felel meg. Egy-egy reprezentativ
kisérlet adatai. C: LD viszonyok kozt nevelt Col-0 csiranévények RNS mintaibol nyert
CPD- és UBQ10-specifikus RT-PCR termékek autoradiogramja. A nulla idépont a
kilencedik fényszakasz kezdete. Az UBQ10 mintak konstitutiv kontrollként szerepelnek.

4.2.5.2. A CPD expresszi6 fény altali és cirkadian szabalyozasa

A CPD LD korilmények kozt észlelt expresszids gorbéjén a fény és sotét
periodusok kezdetét kdvetéen markans aktivitas valtozasok voltak megfigyelheték (43.
abra A). Ez arra utalt, hogy a fénynek kozvetlen szabalyoz6 szerepe lehet a
transzkripciés szabalyozasban. Ennek a feltevésnek az ellenbrzése céljabal
megvizsgaltuk LD viszonyok kozétt kondiciondlt CPD:LUC csirantvények

lumineszcencigjanak id6beni valtozasait konstans fényviszonyok kozétt is. Ennek
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soran LL korilmények kozott a lumineszcencia értékek szabalyos, nagyjabdl 24 éras
ciklusokat mutaté oszcillaciojat észleltik, amely a folyamatos fény szakasz kezdetétél
tobb napon keresztil fennmaradt (44. abra A). A cirkadian kifejez6dési gorbe
minimumai a relativ nappalok (a LD kondiciondlas soran a fényperiddusoknak
megfeleld idészak), mig maximumai a relativ éjszakak kdzepére estek. Bar a négy
napig tart6 mérés soran az expresszid szintje lassan, egyenletesen csokkent,
ciklusainak a minimumokhoz viszonyitott amplitid6ja végig nagyjabodl kétszeres
maradt. A cirkadian kifejez6dés jol megfigyelhet6 volt DD korilmények koz6tt is, ahol a
ciklusok periddushossza, valamint maximum és minimum értékeinek idépontjai
megegyeztek a LL viszonyok mellett észleltekével. Szembetind kilénbség volt viszont,
hogy a DD mérés soran az expresszié szintje gyorsan cstkkent, ami egyre kisebb
cirkadian amplitudéhoz, végul pedig a ciklusok eltiinéséhez vezetett a mérés negyedik

napjara (44. abra B).
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44, abra: A CPD expresszié cirkadian szabalyozasa allando fényviszonyok mellett
CPD:LUC csiranévényeken hét nap LD kondicionalast kévetéen LL (A) és DD (B)
viszonyok mellett mért lumineszcencia értékei. Az idéskala az utolsé (nyolcadik)
fényszakasz kezdetétél mért un. ,zeitgeber” id6t (ZT) mutatja, a fekete és fehér savok
a sotét és vilagos idészakokat jelzik. Egy-egy reprezentativ kisérlet adatai.

A CPD diurnalis (LD) és cirkadian (pl. LL) kifejez6dését dsszehasonlitva jol

megfigyelheté az aktivitdsi minimumok egybeesése a LD goérbe fény, és a LL gorbe
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szubjektiv nappal szakaszainak kdzepén, valamint a LD gorbe so6tét idészakanak valla
és a LL ciklusok szubjektiv éjszakakra esd lecsengése kozti hasonlésag (43. abra A,
44. abra A). Diurndlis viszonyok mellett a cirkadian alapexpresszié szintje a fény
idészak kezdetén er6sen megné, majd annak végén hasonlé mértékben lecsdkken,
jelezve a fény pozitiv szabalyozé szerepét. Eredményeinkbdl az a kovetkeztetés
vonhaté le, hogy a CPD diurnalis kifejez6dési profiljat egymasra épllé kettds,
fényfliggd és diurnalis szabalyozas hatarozza meg.

4.2.5.3. A CPD gén fényreguléacidja fitokrom jelatvitelt igényel

Mivel agy talaltuk, hogy a fénynek fontos szerepe van a CPD expresszi
szabdalyozasaban, meg kivantuk hatarozni, hogy a noévényi fotoreceptorok, ill. a
hozzajuk kapcsolodd jelatviteli utak kodzil melyek vesznek részt a fényindukcio
kialakulasaban. Vizsgalataink soran elsé kdzelitésben arra voltunk kivancsiak, hogy a

lathato fény spektrumanak mely tartomanyai alkalmasak a fényvalasz létrehozasara.
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45, abra: A hullamhossz hatasa a CPD fényindukciojara

Hét nap LD kondicionalast kdvetéen tovabbi fehér fény/sétét (LD), vords fény/sotét
(RD), vagy kék fény/sotét (BD) fotoperiodusban nevelt CPD:LUC csirantvények
lumineszcencia értékei. Az id6 tengelyen a fekete és fehér savok a sotét és vilagos
peridodusokat jelzik, a nulla idépont a nyolcadik fényszakasz kezdetének felel meg. Egy
reprezentativ kisérlet adatai.

Kisérletiinkben egyhetes, LD kondicionalt CPD:LUC csiranévények mintait a
nyolcadik sotét periddus végétdl kezdédben voros/sotét, kék/sotét, vagy valtozatlan LD
ciklusokban neveltiink tovabb. A vords és kék megvilagitast a fitokrom, ill. kriptokrom
fotoreceptorok specifikus aktivalasara alkalmas monokromatikus fényforrasokkal

biztositottuk, a LD kezelésével megegyez6 fotoperiddusokat alkalmazva. A CPD
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voros/sotét ciklusokban mért expresszios profila a LD gorbével egyltt haladt (45.
abra), ami azt mutatta, hogy a vords fény dnmagaban elegendé a fényszabalyozas
fenntartadsahoz. Kék/sotét periodusok mellett viszont a kifejez6dési szint, és ezzel
egyltt a fényvalaszok erételjes csokkenését tapasztaltuk (45. abra). A kék/sotét
ciklusok soran észlelt, a DD korilményekéhez hasonldan lecseng6 kifejez6dés a kék
hullamhossz tartomanynak a CPD fényszabalyozasaban betoltétt alarendelt szerepére
utalt.

A vorés fénynek a CPD diurnalis szabdlyozasaban jatszott kitlintetett
szerepébdl arra lehetett kovetkeztetni, hogy a fényvalasz kialakitasaban a
fitokromoknak, illetve a roluk kiindulo szignalutaknak meghatarozo jelentésége van. E
feltevés ellenérzésére megvizsgaltuk a CPD:LUC transzgén napszakos kifejez6dését
fitokrom A- és B-deficiens kettés mutans héattérben is, feltételezve hogy a két
legabundansabb fitokrom forma hianya joél felismerhetd expresszios kilénbséget

eredményezhet.
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46. dbra: A CPD diurndlis kifejez6dése fitokrom-deficiens mutans hattérben

A és B: LD viszonyok koézt nevelt, vad tipusu (Col-0; W) vagy phyA-201phyB-5
(phyAphyB)  hatteri  CPD:LUC  csiranévények  nyolcadik  naptdl mért
lumineszcenciajanak azonos mérési sorozatbdl szarmazé abszolut (A) és normalizalt
(B) értékei. Az id6 tengelyen a fekete és fehér savok a sétét és vilagos periédusokat
jelzik, a nulla idépont a nyolcadik fényszakasz kezdetének felel meg. Egy reprezentativ
kisérlet adatai.
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A CPD:LUC aktivitasanak valtozasait vad, ill. phyAphyB hatter( transzgenikus
csirandvényekben parhuzamosan mértik LD koérdlmények kodzott. Ennek sordn a
fitokrom-deficiens novényekben az expresszid szintie a vad tipusénal joéval
alacsonyabb volt (46. abra A), és a mutans hattérben Iétrehozott valamennyi fliggetlen
transzformans vonalban annak 10-25%-a k&z6tt mozgott (nem bemutatott adatok).
Emellett Iényegesen eltérd volt a kifejezédési gorbék lefutasa is, amennyiben fitokrom-
deficiens hattérben a fény és sotét szakaszok hataranal az aktivitasi szintek csak igen
kismérték(i valtozast mutattak, ami altal a LD expresszios profilon alapvetéen a
cirkadian szabdalyozas meghataroz6 hatasa volt felismerhetd. Ennek kévetkeztében a
CPD aktivitas maximuma sotét periddusok kdzepére esett (46. abra A, B). Mindebbdl
arra kovetkeztethettiink, hogy a fitokromoknak (és ezeken bellll is valészinilleg a zold
névényekben legfontosabb fitokrom B-nek) meghatarozé szerepe van a CPD gén
transzkripci6janak szabdalyozasaban. Ez egyrészt az expresszié alapszintjének
bedllitasaban, masrészt a fényviszonyok valtozasara adott valasz kialakitasaban

nyilvanul meg.

4.2.5.4. A CPD aktivitas diurnalis ciklusa fliggetlen a BR szabalyozastol

Kordbbi munkgja nyoman ismert volt, hogy a CPD gén kifejez6dését a BR
bioszintézis soran keletkez6 aktiv hormon a transzkripcié szintjén gatolja. Varhaté volt,
hogy amennyiben a CPD kifejez6dés mértéke kihat a BR szintézisre és
felhalmozédasra, ez visszahat az expressziéra a végtermékgatlasos szabalyozas
révén. Ezért tisztazni akartuk a BR-ok esetleges hatasat a CPD napi kifejez6désére,
kilonds tekintettel arra a lehetéségre, hogy a diurndlis valtozasok esetleg nem
kozvetlen szabalyozas révén, hanem esetleg a fény és cirkadian faktorok altal
el6idézett napszakos BR-szint killdnbségek kdvetkeztében jonnek létre.

A végtermékgatlasos szabalyozas a BRI1 BR receptor kdzvetitésével valosul
meg, ezért ennek hidnya a bril-101 funkcidvesztéses mutansban jol tanulmanyozhato.
Megvizsgaltuk tehat a CPD:LUC napszakos aktivitasat bril hatteri transzgenikus
csirandvényekben LD, LL, ill. DD nevelési viszonyok mellett (47. abra). A bril
névények BR-inszenzitivitasabol adoddan ezekben a végtermékgatlas nem érvényesil,
igy a fényviszonyoktdl fliggetlenil a vad tipust kontrolléhoz viszonyitva mintegy
kétszeres kifejezddési szintet észleltlink.

A vad tipusq, ill. bril hattérben mért LD expressziés gorbék - az abszolit

aktivitasi értékek kilonbsége ellenére - hasonléak voltak, ugyanakkor lefutasukban



bizonyos kildénbségeket is latni lehetett (47. dbra A). A BR-inszenzitiv névényekben a
fényviszonyok valtozadséara adott valaszok kialakulasa hosszabb id6t vett igénybe, és a
fény szakasz kezdetének expresszids maximuma hatarozottan kisebb volt a soétét
periodus kezdete eléttinél. Mindezekbél az latszott, hogy bar a CPD gén diurndlis

regulacidja alapvetéen fliggetlen a BR-visszacsatolasos szabalyozastdl, am utébbi
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47. abra: A BR-inszenzitivitas hatdsa a CPD diurnalis és cirkadian expresszibjara

A, B és C: Vad tipusi (Col-0; W) vagy bril-101 (bril) hatteri CPD:LUC
csirandvényeken a nyolcadik fényszakasz kezdetét kdvetd 12. ératdl (A), vagy hét nap
LD kondicionalast kdvetéen LL (B) és DD (C) viszonyok mellett mért lumineszcencia
értékek. Az idéskala a nyolcadik fényszakasz kezdetétél meért idét (A), ill. az un.
,zeitgeber” id6t (ZT; A és B) mutatja, a fekete és fehér savok a sotét és vildgos
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id6szakokat jelzik. Egy-egy reprezentativ kisérlet adatai.
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mégis befolydsolja az expresszids profil kialakulasat. A cirkadian szabalyozottsagot
mutaté allandoé fényviszonyok esetében a LL kifejez6désben nem tapasztaltunk érdemi
killonbséget (47. abra B). Figyelemre mélt6 eltérést mutatott ugyanakkor a vad tipusu,
ill. bril hattérben kapott DD expresszios gbrbe, amennyiben az utébbi lefutdsa a LL
profilhoz hasonl6 volt, és a vad hatteriével ellentétben nem mutatta a CPD aktivitas
tartés sotét hatasra bekdvetkezd csdkkenését (47. abra C). Ez a meglep6 eredmény
arra utalt, hogy a génaktivitas sotétben bekdvetkez6 represszidjaban a BR szignalnak

fontos szere pe van.

4.2.5.5. A névények BR tartalmanak napszakos valtozasa

A CPD és CYP85A2 gének expresszidjanak diurndlis valtozasai alapjan
feltételezhet6 volt, hogy ezek hatasaként a névények aktiv BR tartalma is napszakos
ingadozast mutathat. Ennek tisztazadsa céljabol GC-MS analizis segitségével
meghataroztuk az egyhetes csirandévények endogén BR-ok mennyiségének alakulasat
egy 24 oras LD ciklus soran, a fény szakasz kezdete el6tt, annak kozepén, a sotét
szakasz kezdete el6tt, ill. annak kbézepén (0, 6, 12, ill. 18 h) vett mintakban (8.
tablazat). Ezen vizsgalatok sordn az uan. korai C-6 oxidaciés Ut intermediereit
(kataszteron, teaszteron, 3-dehidroteaszteron és tifaszterol) alacsony (< 10 ng/kg)
szintjuk miatt nem lehetett detektalni. A kés6i C-6 oxidaciés at intermedierei jol
kimutathaték voltak, ugyanakkor mennyiségikben érdemi eltérések nem voltak
észlelheték a LD ciklus soran. Meglep6 modon viszont erés BL felhalmozodast
tapasztaltunk a fény periédus kézepén, noha ez a BR forma a masik harom mérési
idépontban nem volt kimutathaté. Ez a véltozas az aktiv BR-ok szintjének jelent6s
felszaporodasat eredményezte, ugyanakkor ennek soran az intermedier poolok
alapvet6en allandéak maradtak (8. tablazat).

A csirandvények sététben tapasztalhaté megnyulasa alapjan logikusnak tiint az
a feltételezés, hogy a névények aktiv BR tartalma a sotét idészakok soran megné (Ma
és mtsai, 2001). Erre utaltak azok az eredményeink is, hogy DD koériilmények kozt a
CPD expresszi6 a BR végtermékgatlas révén represszalddik (47. abra C). Ezzel
szemben a BR-bioszintetikus CPD és CYP85A2 gének egyértelmien fényindukaltnak
bizonyultak, és LD viszonyok kdzt az endogén hormontartalom nem a sétét, hanem a
fény id6szakok soran mutatott emelkedést. Ennek az ellentmondasnak a tisztazasa

céljabol megvizsgaltuk, hogy miként alakul a BR tartalom DD viszonyok kozt.
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Eredményeink azt mutattdk, hogy kétnapos DD kezelést kbévetéen a CPD
expresszid szintje az eredetinek mintegy 20%-ara csokken. Ezért a hormonszint
vizsgalatakor egyhetes, LD fotoperiodusok mellett ndvesztett csirandévény mintak
egyikét a 8. fény periddus végétdl 48 orara folyamatos soététbe helyeztiik, mig ezek
kontrolljat ugyanennyi ideig LD-ban neveltiik tovabb. Ezt kévetéen GC-MS analizissel

hataroztuk meg a névényekben az endogén BR-ok mennyiségét. Eredményeink szerint

8. tAblazat: A BR tartalom napszakos valtozasa egyhetes csiranévényekben

Az egyes idépontoknak megfelel BR adatok harom fliggetlen analizisbél szarmaznak,
melyeket 95 g, 83 g, 80 g, ill. 98 g (elsd sorok), 37 g, 32 g, 40 g, ill. 31 g (masodik sorok),
valamint 40 g, 36 g, 40 g, ill. 37 g (harmadik sorok) friss névénybdl kiindulva végeztek.

BR tartalom (ng kg™ friss témeg)

BR a fényszakasz kezdetétél mért id6 (h)
0 6 12 18
brasszinolid ND 151 ND ND
ND 87 ND ND
ND 136 ND ND
kasztaszteron 47 45 38 46
72 83 75 64
73 84 83 64
6-dezoxokasztaszteron 1237 1379 1470 1422
1114 1152 1044 1242
1196 1156 1178 1239
6-dezoxotifaszterol 445 491 438 420
496 495 527 548
740 412 584 653
3-dehidro-6-dezoxoteaszteron 192 232 205 223
287 275 270 324
276 318 269 434
6-dezoxoteaszteron 68 71 87 66
182 71 98 77
80 70 111 79
6-dezoxokataszteron 1394 1689 1638 1346
2124 1819 1661 1756
2779 1856 1554 1590

ND: nem detektalt.
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az egyedili kimutathatd bioaktiv BR, a kasztaszteron szintje a tartés sétét hatasara
érdemben nem valtozott, és a tbbbi intermedier mennyisége is Iényegében azonos
maradt (9. tablazat). Ez azt mutatta, hogy a CPD soététbeni, BR-medialt represszidja

nem lehet a megemelkedett hormonszint kévetkezménye.

9. tAblazat: Tartds sotét kezelés hatasa az endogén BR-ok szintjére

Az egyes idépontoknak megfelel BR adatok harom fliggetlen analizisbél szarmaznak,
amelyeket 125 g, ill. 132 g (els6 sorok), 87 g, ill. 109 g (masodik sorok), valamint 101 g, ill.
100 g (harmadik sorok) friss névénybdl kiindulva végeztek.

BR tartalom (ng kg™ friss témeg)

BR 48 h DD LD kontroll
brasszinolid ND ND
ND ND
ND ND
kasztaszteron 79 85
63 54
55 65
6-dezoxokasztaszteron 531 977
802 905
891 1032
6-dezoxotifaszterol 387 521
nd 79
nd 155
3-dehidro-6-dezoxoteaszteron 192 201
188 182
220 182
6-dezoxoteaszteron 52 49
143 99
120 114
6-dezoxokataszteron 1405 1608
887 1356
1336 2198

ND: nem detektalt.
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4.2.5.6. Folyamatos sotét kezelés fokozott BR-érzékenységet eredményez

Megfigyelésiink, miszerint a CPD kifejez6dés sotétbeni BR-visszacsatoldsos

represszidja nem jar egyitt az endogén hormonszint megnévekedésével azt sugallta,
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48. abra: A BR-visszacsatolasos szabalyozas szerepe a CPD sotét represszidjaban

A: 100 nM BR kezelés hatasa a LUC expresszidjara vad hatter(i egyhetes CPD:LUC és
mCPD:LUC csiranbvényekben. A LUC prébaval végzett Northern-hibridizacié
autoradiogramja (fellll), és az etidium-bromiddal festett hibridizaciés membran (alul). B
és C: LD-kondicionalt CPD:LUC és mCPD:LUC csiranévények lumineszcenciajanak
azonos meérési sorozathdl szarmazé abszolut (A) és normalizalt (B) értékei a LD — DD
atmenet soran. Az idéskala a nyolcadik fényszakasz kezdetétél mért idét mutatja, a
fekete és fehér savok a sotét és vilagos idészakokat jelzik. Egy reprezentativ kisérlet
adatai.
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hogy a fény valamilyen médon befolyasolhatja a névények hormonérzékenységét. Ezt
a lehet6séget ellendrizendé megvizsgaltuk, hogy DD koérlilmények kdzt az expresszid
csokkenése valéban a BZR1 transzkripcios faktor altal medialt hormonalis BR
regulacionak kdszdnhet6-e. Kisérleteinkhez olyan riporter konstrukciét allitottunk eld,
amelyben a CPD promoéter BRRE szabalyozé szekvencia-motivumanak egyetlen
2005). Az igy kapott mCPD:LUC flaziéval, amely a transzlacios starthelyhez viszonyitott
-80-as helyzetli G — A tranzici6tdl eltekintve megegyezett a CPD:LUC konstrukciéval,
transzgenikus novényeket hoztunk létre. Ezekben LUC prébaval végzett Northern-blot
hibridizacioval a CPD:LUC kontrolléndl kdzel tizszer magasabb mRNS-szintet tudtunk
kimutatni, és ez - a kontrollal ellentétben - kils6é BL kezeléssel nem volt befolyasolhatd
(48. abra A).

Miutan igazoltuk, hogy mCPD:LUC névényekben nem érvényesul a
transzkripci6 BR-figg6 szabalyozasa, CCD kameras méréssel meghataroztuk az
expresszio szintiének alakulasat DD kdrulmények k6zott. Az mCPD:LUC konstrukcié a
vart médon a CPD:LUC-nal er6sebb kifejez6dést mutatott, ugyanakkor DD
korilmények kozt aktivitAsa kevésbé represszalodott, és gorbéjén a cirkadian
oszcillacid6 még a harmadik napon is jol felismerhetd volt (48. abra B és C). Ez a
kifejez6dési mintazat igen hasonlé volt a CPD:LUC BR-inszenzitiv hattérben kapott
expresszios profiljahoz (47. abra). Ez egyrészt megerSsitette, hogy a BRRE elem
mutéacioja folytan az mCPD promoéter elvesztette BR szabalyozhatésagat, masrészt
igazolta azt a feltevésiinket, hogy a CPD aktivitas s6tétbeni represszidja elsédlegesen
hormondlis hatas kbvetkezménye. Mivel a represszidé sotétben valtozatlan aktiv BR-
szint mellett alakult ki, mindez a tartdés sotétben nevelt csiranévények BR-

érzékenységének fokozodasat mutatta.

4.2.5.7. A BR bioszintézis napszakos szabalyozottsaganak jelentésége

A biolégiailag aktiv BR-ok fiziol6gias szintjének kialakitasaban fontos szerepe
van de novo szintézisik szabalyozasanak. Erre vonatkozéan értékes adatok voltak
nyerhet6k a bioszintetikus gének prométereibdl és riporter génekbdl Iétrehozott fuziok
expresszidjanak tanulmanyozasa révén. Az in vivo analiziseink soran hasznalt
CPD:LUC transzgén egyrészt a CPD viszonylag erds kifejez6dése (Shimada és mtsai,
2003) és fontos szerepe, masrészt a riporter kelléen rovid, nagyjabdl két oras fél-
életideje (Millar és mtsai, 1992b) miatt tlint idedlisnak. A LUC aktivitas alapjan kapott



117

transzkripciés adatok megbizhatésagat mutatta j6 egyezésik a CPD mRNS
mennyiségi valtozasaival sajat RT-PCR analizisiinkben, valamint egy, a diurnalis
kifejez6dés detektalasara létrehozott cDNS ,microarray” hibridizaciés adataival is
(Schaeffer és mtsai, 2001 kiegészit6 adatok: genome-www.stanford.edu/microarray).
Vizsgalataink szerint a CPD a nap folyaman bifazisos, fény és cirkadian ritmus altal
egylttesen meghatarozott kifejez6dést mutat. A CYP85A2 esetében kapott hasonld
expresszios profii e két kulcsfontossagi BR-bioszintetikus gén 6sszehangolt
napszakos szabalyozasara utal. Bar a CYP85A2 aktivitas diurnalis amplitidéja a CPD-
énél erételjesebb regulaciot jelzett, ennek részletesebb tanulmanyozdsa a mintegy
tizszer alacsonyabb  kifejez6dési  szint (www.genevestigator.ethz.ch) miatt
nehézségekbe Utkozott.

A CPD-nek a szubjektiv éjszaka kbzepén maximumot add cirkadian
expresszidja fényben tébb napon at fennmaradt, de sttétben két nap utan lecsengett.
A ciklusok amplituidéja 6sszemérhetd volt az Arabidopsis mas cirkadian génjeinek
esetében tapasztaltakkal (Harmer és mtsai, 2000), és a diurnalis oszcillacié mértékével
is. Azt tapasztaltuk, hogy mind a fény altali, mind a cirkadian szabalyozas fennmarad
BR-inszenzitiv névényekben is, ami a hormonalis és diurnalis regulacio fliggetlenségét
mutatta. Tekintettel arra, hogy a CPD és CYP85A2 promoéterében is megtalalhaté a
CIRCADIAN CLOCK-ASSOCIATED PROTEIN 1 (CCA1) transzkripcios faktort kotni
képes AAAATCT szekvencia elem, elképzelhetd, hogy ez szerephez jut a napszakos
kontroll kialakitdsaban. A CCA1-r6l ismert, hogy mind pozitiv, mind negativ
transzkripciés komplexekben részt vehet a cirkadian szabalyozasban (Harmer és Kay,
2005), és emellett fontos eleme a fitokrém-medialt fényregulaciés szignalitnak is
(Green és Tobin, 1999).

Z06ld Arabidopsis csirandvényekben az 6t fitokrom forma kozil a PHYB szintje a
legmagasabb, mig a PHYA-é a legalacsonyabb (Sharrock és Clack, 2002). Ennek
alapjan a phyaphyb kettés mutansban a CPD fényindukalhatésdganak drasztikus
csokkenése a PHYB-n keresztili szabalyozas meghatarozé voltara utal. A
hormonszintézis fény altali regulaciojat részletesen vizsgaltak a gibberellinek esetében
is, ahol a bioszintetikus gének tdbbsége szintén hullamhossz-, ill. fotoreceptor-
specifikus médon szabalyozédott. Arabidopsisban, salatdban (Lactuca sativa) és
borséban a GA 3B-hidroxilaz és 20-oxidaz izoenzimeinek génjeinek transzkripciéjat
részben fitokrom-fliggének, részben ettdl fliiggetlennek talaltdk (Toyomasu és mtsai,
1998; Yamaguchi és mtsai, 1998; Ait-Ali és mtsai, 2000).
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Az élettani folyamatok fényszabalyozasanak fontos résztvevéi a fitohormonok,
és ennek kapcsan tobb példa is ismert a de novo hormonszintézis kdzvetlen
szerepére. Példaul az Arabidopsis és salata magok csirazasahoz sziikséges
gibberellin felhalmozédas a GA 3B-hidroxilazok fény altali indukcidjanak a
kovetkezménye (Toyomasu és mtsai, 1998; Yamaguchi és mtsai, 1998). Alabadi és
mtsai (2004) kimutattdk, hogy a gibberellin szintézis hianya vagy gatlasa a sotét
morfogenezis zavarahoz, és ezaltal a fényszabalyozott gének rendellenes
kifejez6déséhez vezet. A gibberellin szintézis paklobutrazolos gatlasa pedig a névény
arnyékkertl6 reakcidjanak kialakulasat akadalyozta (Pierik és mtsai, 2004).

A BR anyagcsere és a fény kozti kapcsolatrél viszonylag kevés adat allt
rendelkezésre. Choe és mtsai (2001) magasabb BR-szintet mutattak ki fényben nétt,
és alacsonyabbat etiolalt Arabidopsisban, bar a mintak kilénb6zé kord névényeket
tartalmaztak. A BR szintézis fényfliggését meggy6zébben tamasztotta ala az, hogy
fényben nevelt bors6 csirandévényekben az etiolalt kontrollhoz viszonyitva 17-szer
magasabb BL, és négyszer nagyobb kasztaszteronszintet lehetett kimutatni (Symons
€s mtsai, 2002). A BR-okat inaktivadlé CYP734Al-et és CYP72C1-et kddolé génekrél
kimutattak, hogy expresszidjukat a fény gatolja (Turk és mtsai, 2003; Takahashi N és
mtsai, 2005), ami a bioszintetikus génekkel 6sszehangolt mikodést tesz lehetévé.
Fényben a CYP85A2 indukalt, és a CYP734Al1 valamint CYP72C1 represszalt
kifejez6dése 0sszhangban van azzal a medfigyeléssel, hogy a napi ciklus folyaman a
fény szakaszban atmeneti BL felhalmozddas volt tapasztalhato.

Arabidopsisban a hipokotil-elongéacio cirkadian szabalyozast mutat, a szubjektiv
delet mintegy 6t draval kévet6 maximummal (Dowson-Day és Millar, 1999), amivel
egybeesik szamos megnyulasért felelds gén Osszehangolt cirkadian indukcidja
(Harmer és mtsai, 2000). igy nem meglepd, hogy a cirkadian szabalyozast érint6
mutéaciok altalaban rendellenes ndvekedéshez is vezetnek (Dowson-Day és Millar,
1999). A cirkadian 6ra alapelemét kddol6 TOC1 mutacidja esetében kimutathatd volt,
hogy az az egyik GA 20-oxidazt kédol6 GA5 gén fokozott kifejez6déséhez vezet
(Blazquez és mtsai, 2002). Burgonyaban a StGA200x1 és StGA200x2 gének komplex,
bifazisos diurnalis expresszidja (Carrera és mtsai, 1999; Jackson és mtsai, 2000) is
cirkadian tipusu regulaltsagra utal, amit tovabb valdszinlsit a bioaktiv gibberellin
formék felhalmozddésanak ilyen jellegi fluktuacidja (Foster és Morgan, 1995). Az
indol-3-ecetsav felhalmozédasaban és az etilén kibocsatasban tapasztalt cirkadian
periodicitas is azt mutatja, hogy a fitohormon-szintézis napszakos szabalyozasa a

novények megfeleld fejlddésének egyik fontos feltétele. Ezt megerdsiti, hogy Ujabban
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hat fitohormon-csoport bioszintéziséhez és szignalatviteléhez kapcsol6do kozel 200
gén napszakos kifejez6désének vizsgalata alapjan azonositani tudtak egy olyan kdzos
transzkripcios szabalyozé elemet, amely elégséges ezen gének koordinalt, a hipokotil
megnyulasaval 6sszehangolt cirkadian indukciodjahoz (Michael és mtsai, 2008).

A BR-bioszintetikus gének cirkadian szabalyozasara vonatkoz6 adatainkat
megerdsitik az Arabidopsis P450 gének napszakos szabdlyozdséval kapcsolatos
legljabb vizsgalatok eredményei. Ezek soran Pan és mtsai (2009) azt talaltak, hogy a
BR-bioszintetikus enzimek kozil a CYP85A2 és sebesség-meghatarozénak tekintett
CYP90A1/CPD mellett a CYP90B1/DWF4 és CP90C1/ROT3 is cirkadian kifejez6dést
mutat. Az azonos fazis szerint szabalyozott bioszintetikus gének mellett érdekes
modon ugyanilyen idézitéssel expresszalodik a szintén cirkadian kontroll alatt allé
CYP734A1, amely az inaktivacioért felelés enzimek egyikét kédolja (Pan és mtsai,
20009).

Eredményeink azt mutattdk, hogy a CPD gén soététben BR szabdlyozas révén
represszalédik. Mivel ez nem jart egyitt a novények aktiv BR tartalmanak
novekedésével, az expresszié gatlasa a hormonérzékenység sotétbeni fokozédasanak
tulajdonithatd. Ez 6sszhangban all azzal, hogy néhany munkacsoport BR kezelések
kapcsan a zold csirandvényeknek az etiolaltakénal gyengébb reakcidirél szamoltak be
(Fujioka és mtsai, 1997; Choe és mtsai, 1998; Yang XH és mtsai, 2005) Emlitésre
érdemes, hogy hasonlé soOtét szenzitizalddadst a szintén novekedés-serkentd
gibberellinek esetében is meg lehetett figyelni (Reed és mtsai, 1996).

A BR szintézis napszakos szabalyozasanak lehetséges élettani elényei még
nem tisztazottak, de feltételezhetd, hogy szerepe van a ndvekedési és metabolikus
funkcidk periodikus valtozasainak megfeleld hormonszint kialakitasaban. A fény
szakaszban tapasztalt CPD és CYP85A2 indukcid és BL felhalmozddas latszolag
ellentmondasban van a hipokotil megnyulasanak lassulasaval ebben az idészakban. A
jelenség valodsziniileg a BR-érzékenység fényfliggd valtozasaival magyarazhatd. Az
eddigi adatok a BR-szint és -érzékenység Osszehangolt szabalyozasara utalnak,
amelynek flexibilitasat és adaptivitasat fejlédés- és szervspecifikus regulacio biztositja.
A hormonszint kialakitasaban a de novo BR szintézis pontos szerepe még nem
ismeret, de ennek fontossagat jelzi a bioszintetikus gének kifejez6désének komplex
transzkripciés kontrollja.

Egy érdekes lehet6ség, hogy a fény szakaszra esé BL felhalmozddas révén a
diurnalis szabalyozas befolyasolhatja a viragzas idejét. Ismert volt a BR szintézis erés

indukcidja a reproduktiv fejlédés soran (sajat adataink; Nomura és mtsai, 2005;
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Symons és mtsai, 2006), ezért elképzelhetdnek tiint, hogy a viragzas kivaltasaban
szerepe lehet a CYP85A2 fokozott fényindukcidjanak és az ebbdl adédoé BL
akkumulacionak hosszunappalos viszonyok kozoétt. Ez egyrészt 6sszhangban latszott
lenni a BR-deficiens mutansok késén viragzé fenotipusaval (Chory és mtsai, 1991;
sajat adataink), masrészt gibberellinek esetében ismert volt a hormonszint GA 20-
oxidaz kifejez6désen  keresztili novelésének virdgzast indukdlé hatasa
hosszlUnappalos megvilagitas mellett (Blazquez és mtsai, 2002; Lee és Zeevaart,
2002). A késébbiekben kimutattak, hogy az aktiv BR formak felhalmozédasa valdban
fontos a viragzas indukciojahoz, amit a FLOWERING LOCUS C (FLC) represszor

kifejez6désének gatlasa utjan segit (Domagalska és mtsai, 2007).

4.3. A CYP90CL1 és CYP90D1 enzimek bioszintetikus funkcioja

[A részfejezet alapjaul szolgalé publikacio: Ohnishi T, Szatmari A-M, Watanabe B, Fujita S,
Bancos S, Koncz C, Lafos M, Shibata K, Yokota T, Sakata K, Szekeres M, Mizutani M (2006) C-
23 hydroxylation by Arabidopsis CYP90C1 and CYP90D1 reveals a novel shortcut in
brassinosteroid biosynthesis. Plant Cell 18: 3275-3288]

A bioldgiailag aktiv BR formak oxigén tartalmu funkciés csoportokat hordoznak
a szteroid vaz C-2, C-3 és C-6 pozicidiban, valamint az oldallanc C-22 és C-23
atomjain (3. abra). A C-3 hidroxil kivételével ezen szubsztituensek kialakitasaért a
CYP85 és CYP90 csaladokba tartozd P450 monooxigenazok felelések (Fujioka és
Yokota, 2003). Ezeknek az enzimeknek a funkcidit jérészt indirekt modszerekkel, BR-
deficiens mutansok endogén BR tartalmanak analizise, vagy fenotipusuk
intermedierekkel vald6 menekithetésége alapjan hataroztdk meg. Arabidopsisban ilyen
maodon bizonyult a CYP90AL/CPD C-23 (sajat adataink), a CYP90B1/DWF4 pedig C-
22 hidroxilaznak (Choe és mtsai, 1998). A BR-deficiens mutansok vizsgalata soran
ugyanakkor problémat okozhat, hogy a BR szintézis nem lineéaris reakciélancban,
hanem egy metabolikus hal6zat mentén torténik (Shimada és mtsai, 2001; Fujioka és
mtsai, 2002; Katsumata és mtsai, 2008), és hogy a hormonalis végtermékgatlas
hianyaban indukaldédé enzimtdltermelés folytan fiziologiasan alarendelt konverziés
Iépések aktivAlodhatnak (sajat adataink; Goda és mtsai, 2002). Ezek a tényez6k
nagymértékben megnehezithetik az analitikai és menekitési adatok egyeértelmi
interpretalasat.

A BR-bioszintetikus P450-ek biokémiai jellemzésére el6szo6r a paradicsom,
Arabidopsis és rizs CYP85 enzimeinek esetében kertlt sor, amikor elébb C-6 oxidaz
(Bishop és mtsai, 1999; Shimada és mtsai, 2001 és 2003; Hong és mtsai, 2002), majd
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a CYP85A2 és CYP85A3 esetében BL-szintaz aktivitast is sikerult kimutatni (Nomura
és mtsai, 2005; Kim TW és mtsai, 2005). Késdbb E. coli sejtekben kifejeztetett
Arabidopsis CYP90B1 C-22 hidroxilaz aktivitdsat is rekonstrualni lehetett in vitro
korilmények kozétt (Fujita és mtsai, 2006). Bar a heteroldg rendszerben kifejeztetett
enzimek révén megismerhetévé valt példaul a lehetséges szubsztratokkal szembeni
affinitasuk, technikai nehézségek miatt ezzel a moédszerrel a CYP90 csalad mas
enzimei nem voltak vizsgalhatok.

A CYP90C1 és CYP90D1 monooxigenazok szerepe a BR szintézisben
ismeretlen volt. A CYP90C1 gént inaktivald rot3 mutacié csak nagyon enyhe
levélmorfologiai fenotipust eredményezett (Kim GT és mitsai, 1998), a CYP90D1
hasonl6 mutacidja esetében pedig morfolégiai valtozast egyaltalan nem észleltek (Kim
GT és mtsai, 2005). A mindkét funkcidban defektiv kettés mutans ugyanakkor tipikus
BR-hianyos térpe névény volt (Kim GT és mtsai, 2005), ami a CYP90C1 és CYP90D1
enzimek funkciondlis redundancidjat sugallta. Ezzel a varakozassal ellentétben a rot3
és egy cyp90d1 nullmutans BR komponenseinek GC-MS analizise alapjan Kim GT és
mtsai (2005) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a CYP90C1 és CYP90D1 a BR
anyagcsereut  kuldnb6z6  1épéseit  katalizalja, bar értelmezésik néhany
ellentmondasara maguk is felhivtak a figyelmet. Munkajuk utan szamos fontos kérdés
megvalaszolatlan maradt, ezért a rendelkezésiinkre all6 eszkdzokkel mi is
megvizsgaltuk e két P450 enzim szerepét.

Munkank célja CYP90C1 és CYP90D1 enzimek szerepének egyértelmi
tisztazasa volt. Hianymutansok segitségével terveztiik felderiteni az egyes aktivitdsok
elvesztésének fenotipikus és metabolikus kdvetkezményeit. Heterolég rendszerben
kifejeztetett aktiv  CYP90C1 és CYP90D1 biokémiai karakterizalasaval pedig az

enzimek funkcioit és szubsztrat-preferenciait kivantuk meghatarozni.

4.3.1. CYP90C1- és CYP90D1-deficiens mutansok

4.3.1.1. CYP90C1- és CYP90D1-hianyos mutansok izolalasa

A CYP90C1 és CYP90D1 funkcidjanak megismerése céljabol olyan mutans
vonalakat izolaltunk, amelyekben ezen P450-ek génjei T-DNS inszerciot hordoznak. A
cyp90cl és cyp90dl funkcidvesztéses mutansokat a Koncz Csaba laboratériumaban
(Max Planck-Institut fir Zichtungsforschung, Kéin) Iétrehozott, 90000 T-DNS
inszercios Arabidopsis vonalbdl PCR alapu szlréssel azonositottuk, T-DNS- és
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génspecifikus primerek segitségével (Rios és mtsai, 2002). A genomi régidk és a
csatlakozd T-DNS szakaszok szekvenalasa alapjan a mutansokban a T-DNS
integracidja a CYP90C1 6. exonjaban, a transzlaciés start kodontél 3220 bp-ra, mig a
CYP90D1 esetében annak 3. és 4. exonja kozt, a start kodontdl 1596 bp-ra j6tt létre
(49. abra A). A homozigo6ta vonalak keresztezésével nyertilk a cyp90clcyp90dl dupla
mutanst. A cyp90cl, cyp90d1l és cyp90clcyp90dl mutansokbdl izolalt RNS mintainak
RT-PCR analizisével igazolni lehetett a CYP90C1, ill. CYP90D1 mRNS-ek hianyat (49.
abra B).

4.3.1.2. A mutans vonalak fenotipusanak jellemzése

A mutécidk hatasanak megismerése végett jellemeztiik a cyp90cl, cyp90dl és
cyp90clcyp90dl novények fenotipusat. Varakozasunknak megfeleléen a cyp90cl és

cyp90d1 mutacidknak heterozigota allapotban nem volt észlelheté morfologiai hatasa a

A
Y
CYP90C1

\
CYP90D1

B

CYP90D1 —

CYP90C1 —
uBQ10 —

49. abra: A CYP90C1 és CYP90D1 géneket inaktival6 T-DNS inszerciok

A: A CYP90C1 és CYP90D1 gének exon-intron szerkezete. Az exonok nukleotidakban
kifejezett hosszat az 6ket jel6l6 szakaszokban szereplé szamok mutatjak. A nyilak a T-
DNS inszercio helyét mutatjadk a cyp90cl, ill. cyp90d1l mutansokban. B: A CYP90CL1,
CYP90D1 és UBQ10 transzkriptumok RT-PCR-es kimutatasa Col-0, cyp90c1, cyp90d1
és cyp90clcyp90dl csirandvények RNS mintaibdl.

fejlédés egyetlen stadiumaban sem. A rot3-ra vonatkozé korabbi adatoknak (Tsuge és

mtsai, 1996; Kim GT és mtsai, 1998) megfeleléen a cyp90cl csirantvények sziklevelei
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valamelyest lekerekitettek voltak mind DD, mind LD kérilmények kozt (50. 4bra B, F),
az ugyanigy nevelt cyp90dl noévénykék (50. abra C, G) pedig nem voltak
megkilonboztetheték a Col-0 kontrolltél (50. &bra A, E). Ezekkel ellentétben a
cyp90clcyp90dl csirandvények jellegzetes torpe fenotipustak voltak. Etiolalt
allapotban szikleveleik szétnyiltak és hipokotiljiik hossza a vad tipusénak kevesebb,
mint 10%-a volt, LD ciklusokban nevelve pedig rovid hipokotilt és epinasztikus
szikleveleket fejlesztettek (50. 4bra D, H).

Egyhdnapos korban a cyp90cl ndévények rovid levélnyeleik miatt a vad
tipusénal tomottebb levélrozsat nodvesztettek, viragzati tengelylik pedig roévidebb és
vaskosabb volt, nagyobb jarulékos levelekkel (51. abra A, B). Az ugyanilyen idés
cyp90d1 névények csokkent apikalis dominanciat mutattak, megrovidilt elsédleges, és
hosszi masodlagos viragzati tengelyekkel (51. abra C). Ezen viszonylag enyhe
fenotipikus jegyekkel szemben a cyp90clcyp90dl kettés mutans goémbszeri
megjelenési extrém torpe volt, megvastagodott levelekkel és alig el6bujé viragzattal
(51. &bra D, E).

50. abra: CYP90C1- és CYP90D1-deficiens csirandvények fenotipusa

MS taptalajon DD (A-D) és LD (E-H) viszonyok mellett nevelt egyhetes Col-0 (A, E),
cyp90cl (B, F), cyp90d1 (C, G) és cyp90clcyp90dl (D, H) csirantvények. A Iépték 5
mm-t jeldl.

A virdgok morfologiajaban a vad tipus és a cyp90dl nem kiilénbdzott
egymastol (51. abra F, H). Ezekhez viszonyitva a cyp90cl viragok csésze- és
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sziromlevelei, valamint porzéi révidebbek voltak, és kozulik a normalisan fejlett termé
jobban kiemelkedett (51. dbra G). A cyp90clcyp90dl mutans virdgai kisebbek voltak,
€és nagyjabol egy hét késéssel alakultak ki. Csészeleveleik teljesen eltakartak a
csdkevényes szirmokat, portokjaik pedig az igen roévid porzészalak miatt csaknem Ul6
helyzetliek voltak (51. abra 1). A dupla mutans viragok himsterilek voltak, mert

portokjaik megfelelé6 méretiik ellenére sohasem nyiltak fel.

B C

51. abra: Kifejlett CYP90C1- és CYP90D1-deficiens névények fenotipusa

Egyhdnapos, liveghazi kdrilmények kdzt nétt Col-0 (A), cyp90cl (B), cyp90dl (C) és
cyp90clcyp90dl (D, E) novények, valamint Col-0 (F), cyp90cl (G), cyp90dl (H) és
cyp90clcyp90dil (1) viragok. A Iéptékek 30 (A-E), ill. 5 (F-I) mm-nek felelnek meg.
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4.3.2. Heteroldg rendszerben kifejeztetett CYP90C1 és CYP90D1 vizsgalata

4.3.2.1. Expresszaltatas rovar sejtekben

A CYP90C1 és CYP90D1 biokémiai vizsgalata céljabol ezek cDNS-eit
bakulovirus expresszids rendszer segitségével rovar sejtkultirakban fejeztettiik ki. A
modszer hatékonysagat a fert6zott sejtekbdl izolalt mikroszéma frakciok SDS-
poliakrilamid gélelektroforézises analizisével ellenériztiik (52. abra A). A sejtkultarak a
CYP90C1 esetében 80 nmol, a CYP90D1-nél 113 nmol P450 proteint termeltek
literenként. A CYP90C1 és CYP90D1 tartalmu szolubilizalt mikroszoma mintak
jellegzetes, P450-specifikus redukalt CO differencia spektrumot mutattak, markans 450
nm-es abszorpciés maximummal (Un. Soret-csucs; 52. abra B, C), ami az Ures
vektorral fert6zott preparatumban nem volt kimutathaté. Mindez azt mutatta, hogy a
bakulovirus-fert6z6tt rovarsejtek altal termelt CYP90C1 és CYP90D1 aktiv P450

monooxigenazok.
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52. é&bra: Funkcionalis CYP90C1l és CYP90D1 heterolég kifejeztetése rovar
sejtkultraban

A: CYP90C1 és CYP90D1 enzimeket kifejez6, ill. Ures bakulovirussal (kontroll)
fertézott rovarsejtek mikroszomalis frakcidinak proteinjei. A Coomassie Brilliant Blue-
val festett SDS géleletroforetogramok mellett méretmarkerek poziciéi vannak
feltiintetve. B és C: Bakulovirus rendszerben kifejeztetett CYP90C1 (B) és CYP90D1
(C) Na-kolattal szolubilizalt mikroszéma frakciokbol mért redukalt CO differencia
spektruma.
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4.3.2.2. A CYP90C1 és CYP90D1 enzimek katalitikus aktivitasa

A CYP90C1 és CYP90D1 Katalitikus szerepének tisztazasara in vitro
konverzids teszteket végeztiink velik valamennyi kés6i C-6 oxidacids intermedierrel, a
P450 regeneralédasahoz szikséges tisztitott Arabidopsis NADPH-P450 reduktaz
(Mizutani és Ohta, 1998) jelenlétében. A 30°C-on két 6raig folytatott reakcid termékeit
oldoszeres extrahalast, majd trimetilszilil derivatizalast kovetéen GC-MS segitségével
analizaltuk. A CYP90C1-gyel végzett reakciokban a vizsgalt intermedierek kozil a 6-
dezoxokataszteron 6-dezoxoteaszteronna tortént atalakitasat lehetett megfigyelni.
Hasonlo reakciéban a kataszteron teaszteronna val6 konverzidja is észlelheté volt (53.
abra). A tobbi tesztelt szubsztrat esetében semmilyen konverzids termék nem volt
kimutathaté. Bar kordbban a CYP90C1-deficiens rot3 mutans BR tartalmanak analizise
alapjan Kim GT és mtsai (2005) ennek az enzimnek C-2 hidroxilaz aktivitas
tulajdonitottak, kisérleti rendszeriinkben a 6-dezoxotifaszterol 6-
dezoxokasztaszteronna alakulasat nem tudtuk detektalni. Eredményeink azt mutattak,
hogy a CYP90C1 a 6-dezoxokataszteron — 6-dezoxoteaszteron, ill. kataszteron —

dezoxoteaszteron C-23 hidroxilacidos Iépést katalizélja. A tisztitott CYP90D1-gyel
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53. &bra: Heterolog expresszalt CYP90C1 és CYP90D1 termékeinek GC-MS
azonositasa

A CYP90C1, ill. CYP90D1 enzimek A&ltal 6-dezoxokataszteronbdl, valamint
kataszteronbdl létrehozott reakcidtermékek szelektalt ion kromatogramjai.
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ugyanezen vizsgalatokat elvégezve hasonlé eredményt kaptunk (53. abra). Ez azt
mutatta, hogy a CYP90C1 és CYP90D1 ugyanazért a C-23 hidoxilaciés reakcidért

felel6s.

4.3.2.3. Enzimkinetikai jellemzék

A kordbban CYP90B1-gyel végzett enzimkinetikai adatok (Fujita és mtsai,

2006) a BR bioszintézis korai C-22 hidroxilaciés utjanak (3. abra) elsédleges szerepére

10. tdblazat: A CYP90C1 és CYP90D1 termékek GC-MS adatai

szubsztrat termék retencios id6 jellemzd ionok m/z (rel. intenzitds, %)
(min)
CYPO0C1
22-OHCR 22,23-diOHCR 10,34 529 (0,6); 438 (4,1); 423 (8,1); 129 (100)
szintetikus 10,37 529 (0.3); 438 (3.3); 243 (7.8); 129 (100)
22-OH-4-en-3-on  22,23-diOH-4-en-3-on 11,55 454 (2.1); 281 (3.1); 229 (25.9); 124 (100)
szintetikus 11,53 454 (1.0); 281 (1.2); 229 (25.8); 124 (100)
22-0OH-3-on 6dDT 10,72 456 (3,4); 283 (7,7); 231 (100); 155 (52,5)
szintetikus 10,70 456 (1,4); 283 (3,7); 231 (100); 155 (52,3)
3-epi-6dCT 6dTY 9,68 530 (0,3); 440 (8,0); 425 (18,8); 215 (100)
szintetikus 9,68 530 (0,2); 440 (6,7); 425 (17,2); 215 (100)
6dCT 6dTE 10,46 530 (0,8); 516 (4,8); 425 (7,4); 215 (100)
szintetikus 10,46 530 (0,1); 516 (4,5); 425 (8,5); 215 (100)
CYPO0D1
22-OHCR 22,23-diOHCR 10,35 529 (0,1); 438 (4,1); 243 (7,3); 129 (100)
szintetikus 10,37 529 (0,3); 438 (3,3); 243 (7,8); 129 (100)
22-OH-4-en-3-on  22,23-diOH-4-en-3-on 11,51 454 (2,1); 281 (3,3); 229 (25,9); 124 (100)
szintetikus 11,53 454 (1,0); 281 (1,2); 229 (25,8); 124 (100)
22-0OH-3-on 6dDT 10,70 456 (1,7); 283 (6,3); 231 (100); 155 (54,5)
szintetikus 10,70 456 (1,4); 283 (3,7); 231 (100); 155 (52,3)
3-epi-6dCT 6dTY 9,68 530 (0,1); 440 (7,3); 425 (18,6); 215 (100)
szintetikus 9,68 530 (0,2); 440 (6,7); 425 (17,2); 215 (100)
6dCT 6dTE 10,46 530 (0,8); 516 (4,6); 425 (7,1); 215 (100)
szintetikus 10,46 530 (0,1); 516 (4,5); 425 (8,5); 215 (100)
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utaltak. Mivel ennek indermedierei a C-23 hidroxilacié lehetséges szubsztratjai,
megvizsgaltuk 22-hidroxikampeszterol, 22-OH-4-en-3-on, 22-hidroxiergoszt-3-on (22-
OH-3-0n), 6-dezoxokataszteron és 3-epi-6-dezoxokataszteron CYP90CL, ill. CYP90D1
altali metabolizalhatésagat is. Ezekbdl a reakcidkbdl kitlint, hogy mindkét enzim képes
volt valamennyi C-22-hidroxilalt szubsztrat atalakitdsara a megfelel6 23-hidroxilalt
termékekké (10. tablazat). Az alkalmazott 20 uM szubsztrat-koncentracional a
CYP90C1 aktivitasa 3-epi-6-dezoxokataszteron > 22-OH-3-on, 22-OH-4-en-3-on > 22-
hidroxikampeszterol, 6-dezoxokataszteron sorrend szerint, mig a CYP90D1 enzimé
nagyjabol hasonl6 médon, 3-epi-6-dezoxokataszteron, 22-OH-3-on, 22-OH-4-en-3-on
>> 22-hidroxikampeszterol, 6-dezoxokataszteron sorrendben, nagymértékben
valtozott. Ezek az eredmények a két enzimnek a C-22-hidroxilalt BR szarmazékokkal

szembeni széles szubsztrat-specificitasat és differencialt affinitdsat mutattak.

11. tablazat: A CYP90C1 és CYP90D1 reakcidk kinetikai paraméterei

enzim szubsztrat Km Keat Keal Km
(M) (min™) (min™ pM™)

CYP90C1  22-OHCR 19,4+1,18 0,11 £0,01 0,0057 £ 0,0003
22-OH-4-en-3-on 4,94 £ 0,02 1,40 £ 0,05 0,29 + 0,02
22-OH-3-on 8,61+0,34 2,75+£0,04 0,32+0,01
3-epi-6dCT 6,61 £ 0,38 3,01£0,22 0,45 + 0,018
6dCT 359+1,35 0,14 + 0,004 0,0038 + 0,0002

CYP90D1  22-OHCR 18,1 +1,01 0,12+£0,01 0,0068 + 0,0008
22-OH-4-en-3-on 0,77 £0,03 1,01 £0,07 1,32 +0,09
22-OH-3-on 0,73+£0,04 1,27 £ 0,05 1,73+0,14
3-epi-6dCT 1,06 £ 0,03 1,10+ 0,04 1,04 + 0,006
6dCT 16,9+1,12 0,29 £0,01 0,017 £ 0,001

Az intermedierek neveinek roviditései azonosak az 54. abran szerepltkkel.

A CYP90C1 és CYPI90D1 specificitasanak pontosabb megismerése céljabdl
meghataroztuk a két enzim kinetikai paramétereit 22-hidroxilalt BR szubsztratok
jelenlétében. A tesztelt intermedierek esetében a CYP90C1 6-dezoxokataszteronnal
mutatott legnagyobb disszociaciés allandot (K.) és legalacsonyabb katalitikus

hatasfokot (specificitasi allando; k../Km). A 3-epi-6-dezoxokataszteron esetében a mért
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Km 5,3-szer volt alacsonyabb, a katalitikus allandé (k. pedig 22,6-szor magasabb a 6-
dezoxokataszteron ugyanezen értékeinél, ami 120-szor nagyobb katalitikus hatasfokot
eredményezett. A 22-OH-3-on és 22-OH-4-en-3-on kinetikai jellemz&i a 3-epi-6-
dezoxokataszteronéval 0Osszevethet6k voltak, mig a 22-hidroxikampeszterol a 6-
dezoxokataszteronhoz hasonlé rossz szubsztratnak bizonyult (11. tablazat).

A CYP90D1 szubsztrat-specificitasa a CYP90C1-ére emlékeztetett. A 22-OH-3-
on, 22-OH-4-en-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron mellett mért hasonlé Kn, és Kea
értékek 60-100-szor nagyobb katalitikus hatasfokot biztositottak, mint 6-
dezoxokataszteron, vagy a leggyengébb  szubsztratnak  szamité6  22-
hidroxikampeszterol esetében. A két enzimet 6sszehasonlitva, a CYP90D1 22-OH-3-
on, 22-OH-4-en-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron jelenlétében meghatarozott Kn,
konstansai 6-11-szer, ke, allandoi pedig 1,4-3-szor voltak alacsonyabbak a CYP90C1
megfeleld értékeinél (11. tablazat).

A CYP90CL1 és CYP90D1 szamara in vitro egyarant a 22-OH-3-on, 22-OH-4-
en-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron volt preferdlt szubsztrat, mig a 22-
hidroxikampeszterol és 6-dezoxokataszteron atalakitasat rossz hatasfokkal
katalizaltak. Adataink azt valoszinisitették, hogy a két enzim specificitdsa in vivo
korilmények koézt is hasonl6 lehet. Figyelemreméltd, hogy a 3-epi-6-
dezoxokataszteron, ill. 22-OH-3-on C-23 hidroxilaciéjaval 6-dezoxotifaszterol és 3-
dehidro-6-dezoxoteaszteron keletkezik, amelyek az altalanosan elfogadott BR
bioszintézis séma (Fujioka és Yokota, 2003; 3. abra) szerint a 6-dezoxoteaszteront
kovetben jonnek létre. Emellett a  22-hidroxikampeszterol —  22,23-
dihidroxikampeszterol és 22-OH-4-en-3-on — 22,23-dihidroxiergoszt-4-en-3-on (22,23-
diOH-4-en-3-on) reakcidk soran a bioszintézis korabban nem azonositott intermedierei

képzddnek.

4.3.3. A CYP90C1 és CYP90D1 hianyanak hatasa a BR tartalomra

A C-23 hidroxilazok hianyanak a BR szintézisre gyakorolt hatasat felderitendd
GC-MS analizissel meghataroztuk az endogén BR tartalmat egyhdénapos
cyp90clcyp90dl ndvényekben (12. tablazat). Eredményeink szerint a korai C-6
oxidacios Ut kezdeti intermediereinek szamité kataszteron és teaszteron mennyiségei
hasonléak voltak a vad tipusu kontrolléhoz. Az ezeket kdvetben keletkez6 kdztes
termékek szintjében fokozatos csdkkenés volt tapasztalhatd, nevezetesen a 3-dehidro-
6-dezoxoteaszteron mennyisége mintegy 20, mig a 6-dezoxotifaszterolé mintegy 5

szazaléka volt a Col-0 noévényekének. A 6-dezoxokasztaszteron, kasztaszteron,
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valamint a korai C-6 oxidacioés termékek kozil a teaszteron, 3-dehidroteaszteron és
tifaszterol a detektalasi szint koriil, vagy az alatt volt jelen, mig BL és kataszteron sem
a vad tipusban, sem a mutans vonalban nem volt észlelhetd.

Biokémiai eredményeink szerint a korai C-22 hidroxilacios Gt intermedierei a 23-
hidroxilacios reakciok preferalt szubsztratjai, ezért meghataroztuk ezek mennyiségeit
is. A legidedlisabb szubsztratoknak szamité 22-OH-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron
nagyjab6l a 6-dezoxokataszteronnal megegyezd abundanciat mutatott, a 22-
hidroxikampeszterol szintje pedig ezekénél alacsonyabb volt. A GC-MS analizissel
22,23-dihidroxikampeszterol és 22,23-diOH-4-en-3-on nem volt kimutathaté sem a

mutans, sem a vad tipusi névényekben (12. tablazat).

12. tablazat: Col-0 és cyp90clcyp90dl névények endogén BR tartalma

endogén hormonszint (ng kg™ friss témeg)

BR Col-0 cyp90clcyp90dl Col-0 cyp90clcyp90di
elsé analizis masodik analizis
(27,1 9) (54,4 g) (20,0 g) (44,2 g)

BL ND ND ND ND
Cs 177 ND 141 ND
6dCS 394 ND 1318 ND
6dTY 911 45 988 ND
6dDT 266 62 255 25
6dTE 154 186 40 20
3-epi-6dCT 913 625 697 427
6dCT 1502 1057 772 456
TY ND ND nyom ND
DT ND ND 47 10
TE ND ND 3,5 nyom
CT ND ND ND ND
22,23-diOH-4-en-3-on ND ND ND ND
22,23-diOHCR ND ND ND ND
22-0OH-4-en-3-on ND ND ND ND
22-OH-3-on 412 380 950 448
22-OHCR 326 305 180 215

Az intermedierek neveinek roviditései azonosak az 54. abraéval. ND: nem detektalt.
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A cyp90clcyp90dl noévények 3-dehidro-6-dezoxoteaszteron- és  6-
dezoxotifaszterol-deficiencidja alapjan varhaté volt, hogy az ezek kialakulasahoz
sziikséges 23-hidroxilacios szubsztratok a reakcié hianyaban felszaporodnak. Ennek
ellenére a kett6s mutansban nem észleltik a 22-OH-3-on, 3-epi-6-dezoxokataszteron,
vagy 6-dezoxokataszteron felhalmoz6dasat, s6t ezen BR formak mennyisége a vad

tipusu kontrollénal rendre valamivel alacsonyabb volt (12. tablazat).

4.3.4. A cyp90clcyp90d1l kettés mutans menekitése BR intermedierekkel

A cyp90clcyp90dl mutans BR-deficienciajanak vizsgalatara egyhetes etiolalt
csirandvényeken fenotipus menekitési teszteket végeztiink a korai és késéi C-6
oxidacids szintézisutak interermediereivel. Az alkalmazott 100 nm koncentraciénal a
BL, kasztaszteron, 6-dezoxokasztaszteron, tifaszterol, 6-dezoxotifaszterol, teaszteron
és 6-dezoxoteaszteron mintegy kétszeres hipokotil-megnyulast idézett eld, mig a
kataszteronnak és 6-dezoxokataszteronnak nem volt érdemi hatasa (54. abra A).
Tekintettel a BR-ok levélmegnyulasban jatszott szerepére, megvizsgaltuk ugyanezen
intermedierek hatasat a LD fényviszonyok mellett nétt csirandévények levélnyelének
megnyulasara is. A cyp90clcyp90dl mutans esetében 48 éras, 100 nm-os BL kezelés
mintegy  Otszords  levélnyél novekedést eredményezett. Ugyanebben a
koncentracioban a kataszteron és 6-dezoxokataszteron hatastalan volt a levélnyél
tesztben, a tébbi BR intermedier viszont legalabb haromszoros megnyulast okozott
(54. abra B). A kontrollként hasznalt, kezdeti C-5 redukciéban sérilt det2 névények
minden hasznalt intermedierrel menekitheték voltak mindkét tipusu kisérletben (54.
abra A, B).

Ugyanezekkel a menekitési tesztekkel megvizsgaltuk szamos C-22-hidroxilalt
intermedier és 23-hidroxilalt szarmazékaik menekité hatasat is cyp90clcyp90dl és
kontroll det2 csirandvényeken (54. abra C, D). Ennek soran a 22-hidroxikampeszterol,
22-OH-4-en-3-on, 22-OH-3-on, 6-dezoxokataszteron és 3-epi-6-dezoxokataszteron
kezelés nem eredményezett érdemi hipokotil-, vagy levélnyél-megnyulast. Ezzel
szemben a 22,23-dihidroxilalt intermediereknek mindkét tesztben erds menekité
hatasa volt. A varakozasnak megfeleléen a det2 mutans a telitetlen A és B gydrivel
rendelkezd 22-hidroxikampeszterol és 22-OH-4-en-3-on kivételével valamennyi
intermedierre nagyfokl elongaciés valaszt adott. A menekitési kisérletek adatai a C-23
hidroxilacio hidnyat jelezték a cyp90clcyp90dl mutansban, megerdsitve a CYP90C1

és CYP90D1 enzimek biokémiai vizsgalatokkal kimutatott C-23 hidroxilaz funkciojat.
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Emellett a kapott eredmények - a biokémiai adatokkal 6sszhangban - valoszinUsitették
a BR szintézishen a 22,23-dihidroxikampeszterolon és 22,23-diOH-4-en-3-onon

keresztilli szintézisutak in vivo szerepét.
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54. abra: A cyp90clcyp90dl kettés mutans fenotipusanak menekitése BR-okkal
Etiolalt csirandvények hipokotiljanak (A, C), ill. fényben nétt csiranévények
levélnyelének (B, D) megnyulasa a korai és késdi C-6 oxidaciés utak (A, B), valamint a
korai C-22 hidroxilaciés ut (C, D) intermediereinek hatasara. A hipokotil mérésnél MS
médiumon DD koérulmények kdzt nétt egyhetes névényeket zdld biztonséagi fény mellett
helyeztiink at tovabbi egy hétre hormontartalmi taptalajra, valtozatlan DD viszonyok
mellett. A levélnyél mérésnél MS médiumon LD nevelt egyhetes névényeket két napig
kezeltink leveg6ztetett folyadék taptalajpan, azonos fényviszonyok mellett. A
kezelésekhez hormonmentes (ktr), vagy 100 nm 6-dezoxokataszteront (6dCT),
kataszteront (CT), 6-dezoxoteaszteront (6dTE), teaszteront (TE), 6-dezoxotifaszterolt
(6dTY), tifaszterolt (TY), 6-dezoxokasztaszteront (6dCS), kasztaszteront (CS),
brasszinolidot (BL), 22-hidroxikampeszterolt (22-OHCR), 22-hidroxiergoszt-4-en-3-ont
(22-OH-4-en-3-on), 22-hidroxiergoszt-3-ont (22-OH-3-on), 3-epi-6-dezoxokataszteront
(3-epi-6dCT), 22,23-dihidroxikampeszterolt (22,23-diOHCR), 22,23-dihidroxiergoszt-4-
en-3-ont (22,23-diOH-4-en-3-on), vagy 3-dehidro-6-dezoxoteaszteront (6dDT)
tartalmazo taptalajt hasznaltunk. Az adatok 50-50 csirandvény alapjan szamolt atlagok
a szorasi értékekkel.
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4.3.5. A CYP90C1 és CYP90DL1 szerepe a BR szintézisben

Biokémiai adataink és a cyp90clcyp90dl mutans C-23-hidroxilalt
intermedierekkel vald menekithetésége alapjan kimutathato volt, hogy a CYP90C1 és
CYP90D1 alapvetéen azonos funkciéju BR 23-hidroxilazok. Korabban szintén
menekitési teszt alapjan a CYP90A1/CPD enzimnek lehetett C-23 hidroxilaz funkciot
tulajdonitani (sajat adataink). In vivo a mikéd6éképes CYP90A1 valamilyen moédon
szilkséges a 23-hidroxilalt BR formak létrejottéhez, ezt a cpd mutans ezen
intermedierekkel valé6 menekithetésége mellett a cyp90clcyp90dl-gyel gyakorlatilag
megegyez6 BR intermedier tartalma is alatdmasztja (sajat publikalatian adataink).
Ugyanakkor a cpd funkcionalis CYP90C1 és CYP90D1 génjei ellenére is extrém torpe
fenotipusu, a heterolog rendszerben kifejeztetett CYP90AL pedig in vitro nem mutat
23-hidroxilaz aktivitast (Ohnishi és mtsai, 2007), igy a CYP90C1 és CYP90D1 szerepe
a CYP90Al-ével bizonyosan nem redundans. Emlitésre érdemes, hogy mind a
cyp90clcyp90dl, mind a cpd névények jol detektalhatdé mennyiségben tartalmaznak
23-hidroxilalt BR formakat (12. tablazat), ami az Arabidopsisban tovabbi rezidualis,
esetleg nem is P450 eredet 23-hidroxilaz aktivitasra utal.

Vizsgalatainkat megel6z6en a CYP90C1 és CYP90D1 géneket érintd
egyszeres és dupla mutaciok fenotipikus hatasai altal sugallt azonos funkcio6 ellenére a
CYP90C1- és CYP90D1-hez kiilonbozé katalitikus szerepet rendeltek (Kim GT és
mtsai, 2005). A rot3-1 és egy cyp90dl1 vonal BR tartalmanak GC-MS analizise alapjan
a CYP90C1-et a tifaszterol/6-dezoxotifaszterol - kasztaszteron/6-
dezoxokasztaszteron atalakulast medialé C-2 hidroxilaznak gondoltak, a CYP90D1
szerepét pedig egy ennél kordbbi, nem pontosan definialt konverziés |épésnél
képzelték el. Ezek a szerz6k ugyanakkor maguk is felhivtak a figyelmet adataik
értelmezési problémaira, amik féleg abbol adddtak, hogy az egyszeres mutaciok mind
a BR tartalmat, mind a fenotipust csak igen csekély mértékben befolyasoltak (Kim GT
€s mtsai, 2005). Munkajuk egyik nyilvanvalé ellentmondasa volt, hogy cyp90clcyp90dl
kettés mutansuk (a mi adatainkkal egyez®en) teaszteronnal, 6-dezoxoteszteronnal,
valamint az ezeket kévetéen létrejové BR-ok mindegyikével menekithetd volt, holott ez
a C-2 hidroxilaz funkcié hianyaban csak a 6-dezoxokasztaszteron, kasztaszteron és BL
hatasara lett volna varhato (3. abra).

A rizs d2 térpemutéans jellemzése soran Hong és mtsai (2003) altal azonositott
CYP90D2 az Arabidopsis CYP90C1-gyel 46%, a CYP90D1-gyel 54% aminosav-
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szekvencia egyezést mutatott. Az endogén BR tartalom alapjan a szerzdk arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy ez az enzim C-3 oxidazként a teaszteron/6-
dezoxoteaszteron —  3-dehidroteaszteron/3-dehidro-6-dezoxoteaszteron reakciot
katalizalja. A kisérleti adatok interpretalasa itt sem lehetett egyértelm(, egyrészt a
gyenge fenotipikus hatas miatt, masrészt mert a rizs egy, a CYP90D2-vel
nagymértékben homolég CYP90D3 génnel is rendelkezik (Hong és mtsai, 2003). A rizs
feltehetéen redundans funkcioju CYP90D enzimérél a d2 és az Arabidopsis cyp90d1
mutansok igen hasonlé BR Osszetétele alapjan elképzelhetd, hogy valéjaban ezek is
C-23 hidroxilazok.

Nem vildgos, hogy az Arabidopsis szamara két hasonl6 jellegli C-23 hidroxilaz
jelenléte milyen elényt jelenthet. A Genevestigator (www.genevestigator.etzh.ch)
adatbéazisban szerepld normalizalt ,microarray” hibridizaciés adatok szerint a CYP90C1
a legtébb szervben és fejlédési stadiumban a CYP90D1-nél kett6-6tszdr er6sebben
fejez6dik ki. Az adatok a kifejlett névényben a leger6sebb CYP90C1 expresszi6t a
fejlédé szirmokban, mig legintenzivebb, a CYP90C1-ét is meghalad6 CYP90D1
MRNS-szintet a viragzati tengelyben jelezték. Ezek az eredmények j6 egyezést
mutattak azzal, hogy a cyp90cl mutansnal a sziromlevelek, a cyp90d1 vonalnal pedig

a viragzati tengely megrévidilése volt megfigyelhetd.

4.3.6. A BR bioszintézis C-23-hiroxilacios sontjei

Enzimkinetikai vizsgalataink azt mutattak, hogy a CYP90C1 és CYP90D1
szamara a korai C-22 hidroxilaciés Uthoz (Fujioka és mtsai, 2002; 3. abra) tatoz6 22-
OH-4-en-3-on, 22-OH-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron szamitanak preferalt
szubsztratnak. A BR szintézis C-22 hidroxilaciéos reakcidinak jelentéségét
Arabidopsisban izotéppal jel6lt intermedierekkel, valamint a 22-hidroxikampeszterol,
22-OH-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron kimutatasaval (Fujioka és mtsai, 2002; sajat
adataink) in vivo is ala lehetett tAmasztani. Emellett biokémiai mérések alapjan a
kampeszterol bizonyult a CYP90B1 C-22 hidroxilaz elsédleges szubsztratjanak (Fujita
és mtsai, 2006), ami azt jelzi, hogy a BR bioszintézis els6 lépése elsédlegesen a korai
C-22 hidroxilaciés ut felé torténik.

A CYP90CL1 és CYP90D1 szubsztrat-preferencigjara vonatkozé eredményeink
alapjan valoszinlsithetd volt egy olyan bioszintetikus Gt, amelyben a korai C-22-
hidroxilalt intermedierek a C-23 hidroxilacié kitlintetett szubsztratjai (55. abra). A késéi

C-6 oxidaciés agon a 3-dehidro-6-dezoxoteaszteron és 6-dezoxotifaszterol kialakulasa
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kampeszterolbdl hat, ill. hét konverzids |épést igényel a kampeszterol — ergoszt-4-en-
3-on — ergoszt-3-on — kampesztanol — 6-dezoxokataszteron — 6-dezoxoteaszteron
3-dehidro-6-dezoxoteaszteron — 6-dezoxotifaszterol reakciésor mentén (3. &bra). A
22-OH-3-on és 3-epi-6-dezoxokataszteron 23-hidroxilacidja révén a 3-dehidro-6-
dezoxoteaszteron és 6-dezoxotifaszterol szintézise minddssze négy, ill. 6t Iépésben
megtorténhet. Az érintett intermedierek kémiai szerkezete alapjan egy ilyen kdzvetlen
szintézisut lehet6ésége mar korabban is felvetédott (Fujioka és mitsai, 2002). A

kampeszteroltdl BL-ig vezetd rovidebb szintézis soran a szikséges enzimatikus
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55. abra: A BL szintézis sémdja a roviditett C-23 hidroxilacios utakkal

A CYP90C1 és CYP90D1 altal katalizalt atalakulasokat vastag, ezeken belll a C-23
hidroxilacios sont Iépéseit vastag piros nyilak jelzik. A szines hattér a BR szintézis
els6dleges utvonalait emeli ki. Az intermedierek roviditett elnevezései megegyeznek az
3. és 54. dbran hasznaltakkal.
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reakciok szama a C-3 redukcios (ergoszt-3-on — kampesztanol) és az azt kdveté C-3
oxidacids (6-dezoxoteaszteron — 3-dehidro-6-dezoxoteaszteron) lépések kikerllésével
csokkenhet (55. abra). Ennek alapjan javasoltuk a réviditett szintézisut megjel6lésére a
C-23 hidroxilacids sont elnevezést.

A C-23 hidroxilaciés sont funkcionalis jelentéségére utal, hogy mig a
cyp90clcyp90dl mutansban a 22,23-dihidroxilalt 3-dehidro-6-dezoxoteaszteron és 6-
dezoxotifaszterol mennyisége nagymértékben lecstkken, a prekurzor 6-
dezoxoteaszteron viszonylag abundans marad (Kim GT és mtsai, 2005; sajat
adataink). Ez azt jelzi, hogy a 6-dezoxoteaszteron nem vesz részt hatékonyan a
bioaktiv BR-ok szintézisében. A 6-oxokampesztanolon at haladé BR szintézis
alarendelt szerepére tovabbi in vivo bizonyitékot szolgaltattak Kwon és mtsai (2005),
akik az talaltdk, hogy a kés6i C-6 oxidacid enzimeiben deficiens cyp85alcyp85a2
kettds mutansban a 6-oxokampesztanol felhalmozodik, és nem alakul tovabb a
kasztaszteron és BL szintézis irdnyaba. Eredményilket meger6siti az is, hogy a
CYP90BL1 in vitro enzimolégiai vizsgalata soran a kampeszterolhoz viszonyitva a 6-
oxokampesztanol és kampesztanol is igen rossz szubsztratnak bizonyult (Fujita és
mtsai, 2006).

Feltételezve, hogy a BR-ok jorészt a C-23 hidroxilacios sontdn keresztil
szintetizalédnak, nem volt vilagos a kevésbé preferalinak tiné reakcidutakba esé,
viszonylag nagy mennyiségben jelenlevé 6-dezoxokataszteron és 6-dezoxoteaszteron
szerepe. Ujabban a borsd szemfejl6dését és csirazasat kiséré BR anyagcsere
valtozasok vizsgalata feltarta, hogy a szaraz borsdészemek nagy mennyiségli 6-
dezoxokataszteront raktaroznak, amely csirazaskor bioaktiv kasztaszteronna alakul
(Nomura és mtsai, 2007). Ennek alapjan feltételezhetd, hogy a 6-dezoxokataszteron és
6-dezoxoteaszteron Arabidopsisban is els6sorban biolégiailag inaktiv BR tartalékul
szolgal, amely C-23 hidroxilacié révén kénnyen visszataplalhat6 a f6 szintézisutba.

A CYP90C1 és CYP90D1 egyik kitlintetett szubsztratjaul szolgalé 22-OH-4-en-
3-on, és az annak 23-hidroxilacidjaval keletkezé 22,23-diOH-4-en-3-on jelenlétét vad
tipusU Arabidopsisban GC-MS analizissel nem lehetett kimutatni (Fujioka és mtsai,
2002; sajat adataink). Ugyanakkor 22-OH-4-en-3-on detektalhatd volt a det2
mutansban és Catharanthus mintadkban is (Fujioka és mtsai, 2002), a 22,23-diOH-4-en-
3-on pedig menekitette a cyp90clcyp90dl mutans tdrpe fenotipusat. Ezen
intermedierek alacsony szintjét annak lehetett tulajdonitani, hogy hatékonyan

konvertalodnak az aktiv BR formak iranyaban. Ezt késdébb megerésitette, hogy a
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det2cpd kettds mutansban GC-MS analizissel valamennyi prediktalt 22-hidroxilalt, ill.
22,23-dihidroxilalt intermedier észlelhet6 volt (sajat publikalatlan adatunk).

Furcsa modon a cyp90clcyp90dl mutansban a C-23 hidroxilacid hianya nem
eredményezte a lehetséges CYP90C1 és CYP90D1 szubsztratok felhalmozodasat. Bar
a BR-deficiencia a végtermék-visszacsatolas folytan a bioszintetikus gének fokozott
expresszibjat idézi eld, ebben a mutansban az 6sszes BR tartalom a vad tipusénak
csak mintegy 30-50%-a volt. Ennek egyik oka lehet, hogy a C-23 hidroxilazok hianya a
BR szintézis altalanos gatlasahoz vezet. Amennyiben az endoplazmatikus retikulum
membranjaban lokalizalédé CYP85 és CYP90 enzimek multienzim-komplexként (an.
metabolon) miikédnek (Winkel, 2004; Jorgensen é€s mtsai, 2005), a CYP90C1 és/vagy
CYP90D1 hianya megzavarhatja ennek 6sszeszerelédését. Elképzelhet6 az is, hogy a
fel nem hasznal6dé BR intermedierek valamilyen mechanizmus révén mas iranyban
metabolizalédnak. Rouleau és mtsai (1999) repcében azonositottak egy indukalhatd
szteroid-szulfotranszferazt (BNST3), amely els6sorban korai BR intermediereket

szulfonal azok C-22 hidroxil csoportjan.

4.4. Egy BR-regulalt RING-H2 gén karakterizalasa

[A részfejezet alapjiul szolgalé publikacié: Molnar G, Bancos S, Nagy F, Szekeres M (2002)
Characterisation of BRH1, a brassinosteroid-responsive RING-H2 gene from Arabidopsis
thaliana. Planta 215: 127-133]

A BR-ok szerepét szamos alapvet6 élettani funkcié szabalyozasaban ki lehetett
mutatni. Munkank idején ismert volt a BR-0k receptoraként a plazmamembranban
mikodé BRI1 LRRK protein (Li JM és Chory, 1997), de a jelatvitelben résztvev®
molekulak - csakigy, mint a célgének tdbbsége - ismeretlenek voltak. Ezért BR
szignalithoz kapcsol6dd folyamatok vizsgélata céljabol olyan an. elsédleges
transzkripciés valaszokat kivantunk azonositani, amelyek hormonkezeléssel gyorsan
és kozvetlenil, de novo proteinszintézis nélkil is kivalthatok. Az ilyen modon regulalt
gének gyakran olyan proteineket koédolnak, amelyek a hormon hatasat kozvetitd
tovabbi gének mikddését kontrollaljak. A korai auxin-indukélhaté gének termékeinek
egy részérdl példaul kimutattak, hogy azok az auxin hatasat kdzvetitd transzkripcids
szabalyozok szintézisét és stabilitasat befolyasoljak (Abel és Theologis, 1996; Gray és
Estelle, 2000). Munkankhoz eszkoziil a BR-kezelt és kezeletlen névényekben kialakuld
génspecifikus cDNS-szint kilonbségek kimutatasara alkalmas un. ,differential display”
RT-PCR modszert (DD RT-PCR) valasztottuk.
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Vizsgalatunk célja olyan mRNS-ek azonositasa volt, amelyek mennyisége BR
kezelés hatasara gyorsan és jelentds mértékben valtozik. Az ilyen, un. Kkorai
hormonvalaszként szabalyozott transzkriptumok kodzlil azokat terveztiink kivalasztani
funkciondlis jellemzés céljara, amelyeknél a kédolt protein jellege eleve valamilyen
regultaiv szabalyozasban betoltott szerepre utal. A tervezett karakterizalas soran meg
kivantuk hatarozni az azonositott gének expresszios tulajdonsagait, és hogy
kifejez6dési szintjuk manipulalasa eredményez-e olyan élettani, vagy morfolégiai

elvaltozast, amely ismert szignalatviteli utakkal valo kapcsolatukra utalhat.

4.4.1. ABRH1 cDNS izolélasa és jellemzése

Az ujabb, nagy hatékonysagu transzkripcidés analizisek eredményeibdl ismert,
hogy hormonkezelésre a BR-szabalyozott gének tulnyomd tébbsége legfeljebb
kétszeres expresszios valtozast mutat (Vert és mtsai, 2005). Ennek megfeleléen DD
RT-PCR szlirésiink eredményeként mindéssze harom BR-reszponziv mRNS-t tudtunk
azonositani. A BR hatastdl figgéen eltérd mértékben felhalmozddé transzkriptumok
kozll egy olyat valasztottunk ki alaposabb jellemzésre, amely egy un. RING-finger
tipusu fehérjét kédol.

A RING (eredetileg a ,really interesting new gene” elnevezésbdl) fehérjék olyan
metalloproteinek, amelyek a torzsfejlédés soran er6sen konzervalt, Cys és His
aminosavakbdl all6 an. RING szekvencia-motivum révén két cink atom koordinéladséra
képesek. Valtozatos, példaul a szignalatvitelben, vezikularis transzportban,
sejtosztdodasban és az embrionalis mintazat kialakitasaban felismert szereplik alapjan
feladatuk els6ésorban tdébbkomponensi regulativ protein komplexek specifikus
Osszekapcsolasa és stabilizalasa (Saurin és mtsai, 1996; Borden, 2000). A RING
motivumot, és kulondsen annak két His maradékot hordoz6é un. RING-H2 variansat
tartalmazoé proteinek kozil tobbnek mutattak ki meghatarozé szerepét az ubikvitinacién
keresztili célzott fehérje degradaciéban (Joazeiro és Weissman, 2000). Az edényes
névényekben meglepden formagazdag RING-finger fehérjékbdl az Arabidopsis genom
leirdsa soran 358-at azonositottak, ami a prediktalt 25498 proteinnek tébb mint 1,4%-a
(The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), ezek nagyfokd redundancidja miatt csak
kevesik élettani funkcioja volt ismert.

A DD RT-PCR segitségével azonositott, BR hatasra csdkkend szinti BRH1
(BRASSINOSTEROID-RESPONSIVE RING-H2 1) transzkriptum jellemzését egy Agt10
vektorban klonozott 723 bp-os cDNS-bél (GenBank AF134155) kiindulva végeztik. Ez
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20 bp 5, és 193 bp 3' nem transzlalt szakaszokat, valamint ezek kodzt egy 170
aminosavnyi proteinnek megfeleld, 510 bp-os kddolé szekvenciat tartalmazott. A BRH1
gén pozicibja - Col-0 genomi szekvenciak éleszté mesterséges kromoszémakban
(YAC) létrehozott klonjainak a cDNS-sel tortént hibridizaciéja alapjan - az Arabidopsis
3. kromoszémajan, a FUS6 kozelében volt lokalizalhatd. A térképezési és genomi
Southern-hibridizaciés eredmények szerint (nem bemutatott adat) a BRH1 egyetlen
kopias génnek bizonyult. Ennek intront nem tartalmaz kédolé részének ATG
startkodonjatdl 5' irdnyban 105 bp-ra taladlhaté a feltételezett TATA transzkripcios
szignal (TATAAAT), amelytdl kiindulva a startkodon az elsé ATG triplet.

A kddol6 szekvencidbdl szarmaztatott aminosav-szekvencia alapjan a BRH1
20,06 kDa molekulatémegi protein. Az N-termindlis 87 aminosavas szakasza hidroféb
maradékokban gazdag (66%), C-termindlis régiéjaban pedig a jellegzetes C-X-C-X15-
C-X-H-X2-H-Xo-C-X11-C-x,-C szerkezetli RING-H2 motivum (Saurin és mtsai, 1996)
talalhaté. BLAST homoldgia analizissel a proteinben mas funkcionalis domén nem volt
azonosithat6. Az Arabidopsis tobbi RING-H2 fehérjéjével mutatott szekvencia
homolégiat alapul véve a BRH1 a Jensen és mtsai (1998) altal definidlt RH

csoportjaba, ezen belil annak RHA alcsoportjaba tartozik (56. abra A, B).

4.4.2. A BRH1 gén hormonalis szabalyozasa

A BRH1 BR-szabalyozottsdgat Northern-analizissel ellendrizve azt talaltuk,
hogy nyolcnapos csirandvényekben transzkriptumanak szintje az 1 yM BL-os kezelés
kezdetétdl szamitva mar egy oran belil a kezdetinek mintegy 30%-ara csokkent (57.
abra C). Ez a hat4s a fehérjeszintézist gatlo cikloheximid jelenlétében is medfigyelhetd
volt, jelezve, hogy kialakuldasahoz elégségesek a sejtekben mar meglevé regulativ
proteinek. A BR-hianyos cpd mutansnak a vad tipusénal magasabb BRH1 mRNS
szintie BR kezeléssel szintén csotkkentheté volt, bar ez a valtozas valamivel kisebb
mértéki volt (57. abra A). A BRI1 receptor hianya miatt BR-inszenzitiv cbb2 vonalban
viszont ugyanilyen kezelésre a transzkriptum szintje nem valtozott (57. dbra B), ami azt
mutatta, hogy hormonvalasz a BR szignalut kdzvetitésével alakul Ki.

Tekintettel arra, hogy a fitohormonok &sszehangoltan, gyakran egymas
jelatviteli reakcioit is befolyasolva hatnak, megvizsgaltuk az auxinok, citokininek,

gibberellinek, abszcizinsav és etilén hatasat is a BRH1 transzkriptum szintjére. Ezen
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RHA1a (37%)
: RHA1b (38%)
At5g41400 (59%)
_: At1g63840 (55%)
RHA2a (26%)
{ RHA2b (26%)
At1924580 (34%)
RHA3a (24%)
—L: RHA3b (21%)
At5g40250 (28%)
ATL2 (33%)
RHC1a (27%)
CIP8 (22%)
RHB1a (22%)

RHG1a (21%)
RHF1a (20%)

56. abra: A BRH1 és homolég Arabidopsis RING-H2 proteinek 6sszehasonlitasa

A: A BRH1 (At3g61460) aminosav-szekvencidjanak ¢sszehasonlitasa az Arabidopsis
hasonlé szerkezetli At1g63840, At5g41400, RHA1a (At4g11370), RHA1b (At4g11360),
RHAZ2a (At1g15100), RHA2b (At2g01150), At1g24580, RHA3a (At2g17450) és RHA3b
(At4g35480) proteinjeiével. A maximalis egyezést ado illesztéseknél a BRH1-gyel
egyez6 aminosavak sotét hattérrel szerepelnek, a RING-H2 motivum konzervélt Cys
és His aminosavait csillagok jelzik. Az abra jobb oldaldan a sorvégi aminosavak
sorszama lathaté. B: Az ,A” panelen szerepld, valamint az At5g40250, ATL2
(At3g16720), RHC1a (At2g40830), CIP8 (At5g64920), RHBla (At4g00335), RHG1la
(At5g42940) és RHF1a (At4g14220) RING-H2 proteinek rokonsagi viszonyait bemutato
kladogram. A zar6jelben megadott szazalékértékek a BRH1-gyel fennallé aminosav-
szekvencia egyezés mértékét mutatjak.
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57. &bra: A BRH1 mRNS szintjének BR szabalyozasa

A: Nyolcnapos, LD kortilmények kdzt MS taptalajon nevelt vad tipust (Col-0) és BR-
deficiens (cpd) csiranévények BRH1 transzkriptumai egyoras, 1 uM BL-os (BL), ill.
hormonmentes kontroll (ktr) inkubalast kdévetéen. Northern-hibridizaciés analizis
autoradiogramja. B: Nyolcnapos, 1 uM BL-dal (BL), ill. anélkdl (ktr) két 6ran at inkubalt
BR-inszenzitiv (cbb2) csirandévények RNS mintaival és BRH1-, ill. UBQ10-specifikus
primerekkel végzett RT-PCR *P-jelélt termékeinek autoradiogramja. C: Nyolcnapos
vad tipusu (Col-0) csiranévények BRH1 mRNS szintjének valtozasa négyoras, 1 uM
BL-dal (BL) végzett, ill. hormonmentes kontroll (ktr) kezelés soran. Northern-
hibridizaciot kovetéen készilt autoradiogram. Az ,A” és ,B” paneleken bemutatott
kisérleteknél a BL-0s, ill. kontroll inkubacié a proteinszintézis cikloheximides gatlasa
mellett tortént.

hormonok esetében a négyodras kezelések alatt az mRNS felhalmozédasban nem
észleltink érdemi valtozast (nem bemutatott adatok). Ez az eredmény a BR

szabdlyozas specifikus voltara utalt.

4.4.3. Elicitor-indukalt BRH1 expresszid

Az Arabidopsis RING-H2 fehérigk RH csoportjaba tartoz6 proteinek
valtozatossaga ellenére ezek funkcioi jorészt ismeretlenek voltak. Kozilik az ATL2 és
ATLS6 kitin-indukalhaténak bizonyult (Salinas-Mondragén és mtsai, 1999), ezért az ATL
génekkel esetleg fennalld szabalyozasi, vagy mikddésbeli kapcsolat felderitése

céljdbol megvizsgéltuk ennek a patogén elicitornak a hatasat a BRH1 kifejez6désére.
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RT-PCR analizissel a kitin szuszpenziéval kezelt csirandvényekben gyors, atmeneti
BRH1 indukcidt tapasztaltunk, melynek sordn az mRNS-szint nagyjabdl haromszoros
felhalmozédast mutatott a 45. perc koruli csuccsal, majd a negyedik 6rdig a
kiindulasihoz kozeli értékre esett vissza (58. abra). Az indukcié mértéke az ATL2-énél
kisebb mértéki volt, de idébeni kialakulasa és lecsengése azéhoz nagyon hasonlitott.
Ezzel szemben a szintén gyorsan indukalhaté bazikus kitindz génjének (PR3)
transzkriptuma tobb 6ran at magas szinten maradt (58. abra). A kitin mellett teszteltiik
a patogén reakcidkban résztvevd mas regulatorok hatésat is, de szalicilsav (0,5 mM),
jazmonsav (50 yM), abszcizinsav (5 uM), valamint az etilént felszabadité etefon (100
MM) hatasara nem észleltiink valtozast a BRH1 mRNS felhalmozédasaban (nem

bemutatott adatok).

ktr kit ktr kit
BRH1 .

ATL2 : -
UBQ10  HEEEE e

45 min 4 h

58. abra: A BRH1 kitin-indukalt kifejez6dése

A BRH1, valamint a patogén-reszponziv ATL2 és PR-2 transzkriptumok kitin altali
indukalhatésaga nyolcnapos, LD fényciklusban MS médiumon nevelt Col-0
csirandvényekben. A 45 perces, ill. négyoras inkubalas levegbztetett folyékony MS
taptalajban, 200 mg/l szuszpendalt kitin (kit) mellett, vagy anélkil (ktr) tortént. Azonos
cDNS mintakkal és génspecifikus primerekkel végzett RT-PCR reakciok *P-jeldlt
termékeinek autoradiogramjai.

4.4.4. A BRH1 expresszi6 fenotipikus hatasa

A BRH1 kifejez6dés hatasanak vizsgalatara a gént a karfiol-mozaikvirus
(CaMV) 35S promotere altal szensz és antiszensz formaban expresszaléd
transzgenikus vonalakat hoztunk létre. A 35S:BRH1 és az AS-BRH1-et gyengén
kifejez6 ndvények fenotipusa a vad tipusétdl megkuldénbdztethetetlen volt, ugyanakkor

az erdés antiszensz expressziot mutaté AS/3 és AS/7 transzformansok egyedei
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As-BRH1 L =3 -

BRH1

59. abra: Antiszensz BRH1 expresszio transzgenikus Arabidopsisban

A: Vad tipusu Arabidopsis (Col-0), valamint az antiszensz BRH1-et expresszalé AS/3
és AS/7 transzgenikus vonalak 12 napos csiranévényeinek RNS mintain szalspecifikus
szensz (BRH1), ill. antiszensz (As-BRH1) BRH1 probaval végzett Northern-
hibridizaciok autoradiogramjai. B: Egyhdnapos vad tipusu (balra), valamint antiszensz
BRH1-et kifejez6 AS/3 (kdozépen) és AS/7 (jobbra) ndvények. C: Egyhoénapos vad
tipusu (balra), valamint AS/3 transzgenikus ndvények (jobbra) télevelei (alul), ill.
viragzati tengelyeikrél szarmazé jarulékos levelei (felll).

erételjesebb megjelenésiiek voltak, vastagabb viragzati tengellyel, megnagyobbodott
jarulékos és tdlevelekkel (59. abra A-C). A transzformdlatlan Col-0 egyedekhez
viszonyitva ezeknél a transzgenikus noévényeknél a tllevelek szélesebbek,
lekerekitettebbek, a viragzati tengely jarulékos levelei nagyobbak, fogazottabbak
voltak. A sziklevelek és levelek kiterliltebb, kerekdedebb alakjat mar

csirandvénykorban észlelni lehetett. Nem latszott viszont kilonbség a viragok
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4.4.5. A BRH1 lehetséges funkcidja

A fitohormonok fontos szerepet jatszanak a kiils6 és belsé eredeti stimulusokra
adandé valaszreakcioknak a szovetek és szervek szintjén térténd dsszehangolasaban.
Béar a BR-ok jelentésége szamos alapvetd életfolyamatban ismert volt, munkank idején
csak a bioszintézisiikh6z és sejtmegnyulasi folyamatokhoz sziikséges gének BR-
regulaltsagardl lehetett tudni, de a hormon szabalyoz6 funkcidkra gyakorolt hatasa
ismeretlen volt (Bishop és Yokota, 2001). Tekintettel arra, hogy a RING-H2 proteint
kodol6 BRH1 kifejez6dése BR hatasra elsédleges hormonvalaszként represszalédott,
feltételezhetd volt, hogy valamilyen sejtszint(i regulaciés folyamatban vesz részt. A
BRH1 cDNS szintjét a BR-ok a BRI1 receptoron keresztil szabalyozzak. Mivel ehhez
de novo fehérjeszintézis nem sziikséges, feltételezhetd, hogy ez a kontroll alapvetéen
a transzkripcié szintjén térténik.

A DD RT-PCR szirés soran feltind volt BR-szabalyozott mRNS-ek alacsony
szama, és szintjuk valtozasanak kis mértéke. A BR hatas késbbbi széleskori
transzkripciés vizsgalata ugyanakkor meger@sitette az igy szabalyozott gének
alacsony aranyat és kifejez6désiik szokatlanul kismérték( (tilnyomdan kisebb, mint
kétszeres) valtozasat (Vert és mtsai, 2005).

A RING-finger proteinek nagyfoka strukturdlis valtozatossaga ellenére
legtébbjik valamilyen molekuléaris szintl specificitasi faktorként jarult hozza t6bb
komponensii  fehérjekomplexek  kialakitasdhoz  (Borden, 2000). Eukariota
szervezetekben szamos képvisel@jik vett részt célzott ubikvitinacids folyamatokban,
akar mint autoném E3 ubikvitin-ligazok, akar mint tobb alegységes E3 komplexek
esszencialis elemei (Joazeiro és Weissman, 2000). Novényekben a legismertebb
motivumot hordoz6 protein a fotomorfogenezis kdzponti szabalyozojanak tekintett
COP1, amely sotétben 6nallé E3 ligazként a HY5 transzkripcids faktorhoz kapcsolddva
idézi el annak ubikvitinaciojat, és ezaltal a 26S proteoszéman keresztiili proteolitikus
lebontasat (Osterlund és mtsai, 2000). Mas RING proteinek tobb alegységes E3
komplexek stabilizalé6 komponenseként funkcionalnak, példaul az SCF tipusa ubikvitin
ligazokban. Ezek kozill az SCF™* az auxin hatas kdzvetitéje. Ez az auxin receptor
TIR1 és a RING-H2 tartalmi RBX1 faktor altal stabilizalt E3 a 26S proteoszémahoz
juttatja a hormonhatas gatlasaért felelds regulator elemeket (Schwechheimer és mtsai,
2001), mint utébb tisztazodott, elsésorban IAA tipusu transzkripcios represszorokat
(Badescu és Napier, 2006). Az SCF komplexek szubsztrat-specificitasa elsésorban a
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hozzajuk kozvetlenil koét6ddé un. F-box proteineknek tulajdonithatd, amelyek az
Arabidopsis genomban t6bb mint 330 taggal vannak képviselve (Xiao és Jang, 2000).
A csupan egy RING-H2 elemet és egy hidroféb domént tartalmazé RBX1 egyszer(
szerkezete ellenére az F-box mellett még tovabbi két alegységgel képes
intramolekularis kapcsolat kialakitasara az SCF™™ dsszeszerelédése soran. Bar a
RING proteinek szerepe Iényegesen valtozatosabb lehet, mint az ubikvitinaciéban valé
részvétel, génjeik gyakorisaga alapjan igen sokféle E3 enzim létrehozasara lehetnek
alkalmasak. Az ismert RING mutansok alacsony szama ugyanakkor ezen ubikvitin
ligazok szerepének szamottevd redundanciajara utal.

A BRH1-hez hasonléan egyszer(i szerkezeti RING-H2 fehérjék biolégiai
szerepérdl igen keveset lehetett tudni. A szintén csak RING-H2 és hidrofdb
doménekbdl felépiilé, kevesebb, mint 350 aminosavnyi ATL2-rél ismert volt, hogy
patogén elicitorok hatasara gyorsan indukalhatoé (Salinas-Mondrag6n és mtsai, 1999).
Ujabb vizsgalatok alapjan mar valamivel tobb tudhaté a kis RING-H2 fehérjék
miikddésérsl. Elesztd rendszerben végzett funkciondlis analizis eredményeként
valészinUsiteni lehetett, hogy az ATL2 is ubikvitin-ligaz alegységkéent mikodik (Aguilar-
Henonin és mtsai, 2006). A hasonld struktlraja, szintén patogén-indukalhaté és a
jazmonsav jelatvitelt felerésitd ATL6 hatasat szintén az ubikvitinacion keresztil fejti ki
(Hondo és mtsai, 2007). A 162 aminosavbél allé XERICO egy SCF tipusu ligaz
alegysége, amely az abszcizinsav szintézis szabalyozasan keresztil befolyasolja az
Arabidopsis szarazsagtlrését. Tlultermeltetése a transzgenikus névényekben az etilén,
gibberellin és BR bioszintézis génjeinek expresszidjaban is jelentés valtozasokat
okozott (Ko és mtsai, 2006). A BRH1-gyel viszonylag kdzeli rokonsagot mutatd RHA2a
(56. abra B) E3 ligazként az abszcizinsav szignallt pozitiv szabalyozéjanak bizonyult
(Bu és mtsai, 2009). Altalaban is elmondhatd, hogy az ubikvitinacion keresztiili
hormonszint szabalyozasnak meghataroz6 szerepe van a novények biotikus
stresszhatasokkal szembeni reakciéinak kialakitasaban (Dreher és Callis, 2007).
Mindezek, valamint a BR-ok stresszvalaszokban jatszott szerepe (sajat adataink;
Nakashita és mtsai, 2003) alapjan feltételezhet6, hogy a BRH1 valamilyen tébb
alegységes E3 komplex tagjaként elicitor-indukalt és BR-ok altal medialt védekezési
reakciokban vehet részt.

Amennyiben a BRH1 szabalyozé proteinek szelektiv degradacidjaban vesz
részt, elképzelhetd, hogy a BR-ok csdkkentik, patogén elicitorok pedig fokozzak ezt a
hatast. A BRH1 mRNS kitin-indukélt felhalmozédasa az ATL2 és PR3 véalaszokhoz

hasonléan gyors volt. A BRH1 prométer szekvenciajanak proximalis 500 bp-os
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régidjaban négy olyan un. W-box motivum is fellelheté volt, amelyek a kitin-reszponziv
kifejez6désért felel6sek lehetnek. Ez az eredetileg sebzésindukalt expresszié kapcsan
azonositott szabalyoz6 elem tébbféle patogén, kdztiik gombak altal kivaltott védekezd
reakciok kivaltasaban is fontos szerepet jatszik (Raventos és mtsai, 1995).

A BRH1 tdltermeltetése transzgenikus Arabidopsisban - talan az eleve magas
BRH1 transzkripciés alapaktivitds miatt - nem adott észlelhetd fenotipikus valtozast. Az
AS-BRH1 transzkriptum felhalmozddasa mellett viszont erételjesebb ndvekedés és
nagyobb levélméret volt megfigyelhetd, ami eredhet példaul a BR-ok, vagy akar tobb
mas ndvekedés-serkenté hormon hatasat befolyasoldé valtozasokbdl. Nem zarhatd ki
ugyanis, hogy RING-H2 szekvenciak nagyfokd helyi homoldgiai miatt az antiszensz
szuppresszios hatas a BRH1 mellett a kdzeli rokon gének kifejez6désére is gatldlag
hatott.
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5. OSSZEFOGLALAS

A jelen disszertacibban bemutatott vizsgalatok kezdetekor az Arabidopsis
extrém torpe fenotipust cpd mutansanak molekularis genetikai karakterizalasa érdekes
Uj eredményeket igért, mégis varatlan volt, hogy - részben ezek hatasara - egy éven
belil a BR-ok névényi hormon jellege altalanosan elismertté valik, és hogy kevesebb
mint egy évtizeden belil a BR érzékelés valamennyi fontos komponense is
azonosithat6 lesz. Az intenziv és jol 6sszehangolt kutatasoknak készdnhetéen mara a
BR-ok az egyik legrészletesebben jellemzett fitohormon csoportnak tekintheték.

Munkank folyaman els6sorban a BR-ok pontos élettani funkci6it, a
bioszintézisikben résztvevé gének és termékeik mikddését, valamint ezeknek a
hormonhéztartadssal val6 kapcsolatat igyekeztiink felderiteni. Az ennek soran elért f6bb

eredményeink a kdvetkez6k voltak:

@ Azonositottuk a torpeséget okozd cpd mutacié altal inaktivalt gént, és
meghataroztuk, hogy az altala kédolt CYP90AL citokrém P450-tipusi monooxigenaz a
BR bioszintézis esszencidlis enzime. A hianymutans fenotipusanak részletes
vizsgalataval pontositottuk és kib&vitettik a BR-ok hatdsspektruméra vonatkozo

ismereteket.

2 Meghataroztuk a CPD gén szervspecifikus kifejez6dési mintazatat, és
kimutattuk, hogy expresszidjat egy BR koncentraciotol figgé, transzkripcidos szinten

mikddd negativ visszacsatolasi mechanizmus is szabalyozza.

3 Génexpresszidés vizsgalataink alapjan megallapithaté volt, hogy a BR
bioszintézisben résztvevdé valamennyi P450 enzim génje Osszehangolt, a CPD-ével

azonos mechanizmuson alapul6 végtermékgatlasos szabalyozas alatt all.

(4) A biologiailag aktiv hormon létrehozasaért felelés CYP85 enzimek génjeinek
mikodésével kapcsolatban tisztaztuk, hogy Arabidopsisban a CYP85A1 és CYP85A2
kozll a csirazast kovetéen csak az utdbbi aktiv. Paradicsomban Dwarf indukciét, és
ezzel parhuzamosan erételjes atmeneti BL felhalmozodast észleltiink a termésfejlédés

soran.
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(5) Arabidopsisban kimutattuk, hogy a BR bioszintézis kulcsenzimeit kédolé CPD
és CYP85A2 gének miikddése napszakosan valtozik, és hogy ezt a CPD esetében
bizonyithatéan a belsé cirkadian ritmus és a fitokrom rendszeren keresztili
fényszabalyozas egyittes kontrollja biztositja. Megallapitottuk, hogy a bioszintetikus

gének reggeli indukcidjat a novényekben erds, tranziens BL felhalmozodas koveti.

(6) Genetikai és biokémiai modszerekkel kimutattuk, hogy az Arabidopsis
CYP90C1 és CYP90D1 enzimei redundans szerepl szteroid C-23 hidroxildzok.
Szubsztrat-preferenciaik alapjan és korabban ismeretlen intermedierek detektalasaval
egy olyan Uj, enzimol6giai adatokra alapozott bioszintetikus sémat vezettink le,
amelyben C-23 hidroxilaciés séntok révén a BL a korabbi modellben feltételezettnél

kevesebb Iépésben jOhet létre.

) DD RT-PCR sziiréssel azonositottuk a BR hatasra korai valaszként
represszalédo, kitin altal indukalhatdo BRH1 gént, amely egy ismeretlen funkciéja,
feltehetéen a patogén és BR szignalutak kapcsolatat biztosité ubikvitinacios
szabalyozasban résztvevé RING-H2 proteint kddol.

Eredmények kapcsan sokszor Gjabb megvalaszolandé kérdéseket meriltek fel.
To6bbsz6rds bioszintetikus mutdnsok és a CPD mRNS-t tdltermel§ transzgén
felhasznalasaval jelenleg is dolgozunk a CYP90A1l enzim pontos szerepének
tisztazasan. Ugyancsak jelenlegi vizsgalataink targya annak felderitése, hogy a CPD
és CYP85A2 mRNS-ek napszakos regulaltsaga milyen mértékben hat enzim termékeik
szintjének alakulasara, és ezdaltal a BR bioszintézis hatékonysagara. Tekintettel a
lokalis BR felhalmozddés és egyes - féként reproduktiv szerveket érint6é - morfogenikus
folyamatok kozotti kozvetlen kapcsolatra, tervezzilk a hormonszint valtozasainak in
vivo kimutatasara alkalmas riporter rendszer kialakitasat is. Reményeink szerint
mindezekkel hozzajarulhatunk az intenziven folyd és igen kompetitiv BR kutatasok

tovabbi fejlédéséhez.
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