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BEVEZETES

A magasabbrendli névényeknek egész életciklusuk folyaman flexibilisen
adaptalodniuk kell mind a kulsé kornyezetbdl, mind a szervezetukbdl érkez6
ingerekhez. Ezeket a hatasokat az egyes sejtek receptorai (pl. fotoreceptorok)
erzékelik, és ennek soran intracellularis valaszreakciokat indukalnak. A sejtes
valaszok 0Osszehangolasat, a szoveti és szerv szintl reakcidk koordinalasat a
fitohormonok végzik, amelyek termel6dését és hatékonysagat a kdrnyezeti tényezék
kozvetlenul befolyasoljak.

A brasszinoszteroidok (BR-ok) a ndévényi hormonok nemrég felismert 6nallé
osztalyat alkotjak. Ezek a rovarok ekdizon hormonjahoz hasonlé szerkezeti
polihidroxi-szteroid vegylletek valamennyi edényes noévényben eléfordulnak, és
meghatarozé szerepet jatszanak ezek megnyulasaban, fotomorfogenezisében,
fertilitasaban és stressz-érzékenységében. Bar a biologiailag legaktivabb BR-nak
tekintett brasszinolid (BL) szerkezetét csupan 1979-ben sikertlt meghatarozni, mara
jorészt ismertté valt a BR-ok bioszintézise, masrészt megtortént a hormonhatasért
felel6s jelatviteli komponensek tdbbségének azonositasa.

A BR-ok pontos élettani szerepének, ezek molekularis hatterének, valamint a
hormon szintézis génjeinek meghatarozasaban alapvet6 jelentésége volt az un.
brasszinoszteroid mutansok vizsgalatanak. Ezek az els6sorban Arabidopsis thaliana-
ban létrehozott mutansok jorészt torpe fenotipusuak, és két csoportba sorolhatok.
Egy résziknél BL kezeléssel a vad fenotipus helyreallithatd, jelezve, hogy a mutacié
soran a BR szintézis valamely génje sérult. A masodik csoportba tartozé mutansok a

szteroid hormonnal szemben érzéketlenek, torpeséguk ilyen kezeléssel nem



korrigalhaté. Ezeknél valamely, a hormon érzélelésében vagy jelatvitelében
résztvevd gén szenvedett mutaciot.

Az Arabidopsis thaliana un. constitutive photomorphogenesis and dwarfism
(cpd) mutansa nem szintetizal bioldgiailag aktiv BR-okat. Az e mutans segitségével
azonosithaté CPD gén egy citokrom P450 tipusu szteroid hidroxilazt (CYP90AT)
BR bioszintézis mindkét f6 reakcidutjaban szerepet jatszik, ezért meghatarozo lehet
a szintézis hatékonysaganak szabalyozasaban.

Csoportunk korabban kimutatta, hogy a CPD gén mikodését a BR
koncentracié egy negativ visszacsatolas révén szabalyozza, és hogy ez a hatas
els6sorban a transzkripcido szintjén érvényesul. A hormon homeosztazis tehat
biztosithaté a CYP90A1/CPD enzim kifejez6désének kontrolljan keresztll. Emellett a
CPD gén aktivitasa jellegzetes egyedfejl6dési és szerv-specificitast is mutatott, ami a
BR bioszintézis térbeli és idébeli organizaltsagara utalt.

A BR szintézis 0Osszes eddig azonositott enzime a citokrom P450
monooxigenazok csoporjaba, ezen bellil a CYP90 és CYP85 csaladokba tartozik.
Arabidopsis-ban a CYP90A1-en és a C-22-hidroxilaz funkciéju CYP90B1-en kivil két
tovabbi, ismeretlen katalitikus aktivitasu CYP90 enzim is jelen van. A C-6 keto-
csoport kialakitasat végz6 CYP85A1 mellett eléforduldé CYP85A2 protein szerepe
szintén a legutobbi idbkig tisztazatlan maradt.

A bévuld ismeretek ellenére a BR bioszintézis szabalyozasa, annak
molekularis hattere ismeretlen maradt. Tisztazasra vart, hogy a szintetikus
folyamatok hol és mikor folynak a ndvény szervezetében, és ezek mennyiben

befolyasoljak a lokalis hormon szintet. Eldontendé maradt tovabba az is, hogy a
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A brasszinoszteroid bioszintézis reakcidutjai. Az ismerten, vagy feltételezetten
citokrom P450-ek altal katalizalt 1épéseket sotét nyilak jeldlik. Az azonositott P450

enzimek és génjeik szimbdlumait az egyes reakcio-lépések mellett tlntettik fel.



CELKITUZESEK

Munkank célja a BR bioszintézisben résztvevé gének szabalyozasanak
megismerése volt, hogy ezaltal informaciot nyerjink a szintézis menetérél és az
endogén hormon szintre gyakorolt hatasardl. Els6ésorban a kovetkezd kérdésekre

kivantunk valaszt kapni:

1. Mennyiben hatarozzak meg a BR bioszintézis génjeinek kifejez8dését
hormonalis, fejl6édési és szerv-specifikus tényez6k? Mennyiben hasonloak, ill.
kilénbdzéek e regulaciés hatasok az egyes gének esetében?

2. Kimutathatok-e szerv-specifikus kiulénbségek a BR szintézis intermediereinek
mennyiségében? Ha igen, ezek 6sszhangban allnak-e a bioszintetikus gének
lokalis kifejez6désével?

3. Milyen molekularis tényez6k révén szabalyozdédik a BR bioszintézis génjeinek

szabalyozasa, els6sorban is a CPD gén BR-ok altali negativ regulacioja?

ANYAGOK ES MODSZEREK

o NoOveny anyag és nevelési korulmények

e Fitohormon kezelések

e RNS izolalas

¢ mRNS szint meghatarozas reverz-transzkripcios PCR (RT-PCR) segitségével
e mMRNS szint meghatarozas Northern-hibridizaciéval

e Endogén BR-ok mennyiségi meghatarozasa

e T-DNS-inszerciés CYP90 mutansok azonositasa



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

1. A BR bioszintézisben résztvevé Arabidopsis CYP90 és CYP85 proteinek és
génjeik strukturalis analizise alapjan megallapitottuk, hogy e két citokrom P450
csalad tagjai egymassal szoros filogenetikai rokonsagban allnak, és szétvalasukra
valészinusithetéen a BR bioszintetetikus funkcid kialakulasat kévetéen kerdlt sor.
Aminosav-szekvencia azonossaguk alapjan ezen P450 csaladok csak a gibberellin
bioszintézisben résztvevé CYP88 csaladdal alinak kbzeli rokonsagban. Ugyanakkor
csupan a citokrom P450-ek kozti minimalis egyezést mutatjak két olyan, a CYP72
csaladba tartoz6 monooxigenazzal, amelyek a BR-ok inaktivalasaban vesznek részt.
Az vizsgalt citokrom P450 csaladok génjeinek esetében az exon-intron szerkezet

konzervaltsaga is hasonl6 rokonsagi viszonyokat tukrozott.

2. Arabidopsis-ban a CYP90A1, CYP90B1 és CYP85A1 enzimek BR
bioszintetikus szerepe ismert volt, mig a CYP90 és CYP85 csaladok tdbbi tagjanak
(CYPO0C1, CYP90D1 és CYP85A2) funkcidja tisztazasa vart. Valamennyi
Arabidopsis CYP90 és CYP85 mRNS szemikvantitativ RT-PCR analizisével
megallapitottuk, hogy génjeik - a CYP90A1/CPD-hez hasonléan - BL-fuggd negativ
visszacsatolas altal regulaltak. A BR-gatlas hasonlé mértéke és kinetikaja alapjan
feltételezhet6, hogy e szabdalyozas ugyanazon (valoszindleg transkripcidés szintii)
mechanizmus révén érvényesul, biztositva ezaltal a szteroid hormon bioszintézis
génjeinek koordinalt expresszidjat. A hormonkezeléssel kivalthaté represszidval
szemben a BR-deficiens cpd és cbb3 mutansokban magas CYP90 és CYP85

transzkriptum szinteket detektaltunk. Ez arra utal, hogy a BL altali szabalyozasnak



fontos szerep jut a BR homeosztazis fenntartasaban, hiszen fizioldgias hormonszint
mellett képes a bioszintetikus gének aktivitdsanak mindkét iranyu befolyasolasara.
Kimutattuk tovabba, hogy e regulaciés folyamat a BRI1 BR receptorrdl kiinduld
szignaltél fugg, mivel a receptor-deficiens bril-2/cbb2 mutansban a CYP90 és

CYP85 gének kifejez6dése BL-dal nem gatolhaté.

3. A BR bioszintetikus gének transzkriptumainak RT-PCR analizise kideritette,
hogy a korai egyedfejlédés soran a CYP90 és CYP85 csaladok valamennyi tagja
magas szintl kifejez6dést mutat. A csirazast és korai csirandvény stadiumot
magaban foglalé elsé hét soran az mRNS mennyiségek gyors ndvekedése volt
medfigyelhetd, amely egy hatarozott csucsérték elérése utan annak kb. 10%-ara
csOkkent a vizsgalati periodus veégére. A masodik hét végeig az expresszid mértéke
mar nem mutatott szamottevé valtozast. A CYP90 és CYP85 gének fokozott
aktivitasa 6sszhangban all a korai fejlédés folyamatainak magas BR igényével. Az
egyes transzkriptumok indukciéjanak kezdete és idébeni lefutasa kozti kiildnbségek
ugyanakkor azt jelzik, hogy a tranziens aktivalodas nem egy egységes szabalyozas

kOvetkezmeénye.

4. Az mRNS szintek vizsgalata fényt deritett arra is, hogy a CYP90 és CYP85
gének kifejez6dése (a CYP90B1 kivételével) jellegzetes szerv-specifikus
kilonbségeket mutat. A CYP90AL és CYP85A2 esetében a fold feletti szervekben,
mig a CYP90C1, CYP90D1 és CYP85A1 esetében a gydkérben észleltiink fokozott
transzkriptum felhalmozodast. Ez a megoszlas fejlédési stadiumtol fuggetlennek
bizonyult, de csirandvények esetében markansabb kulonbségek voltak

tapasztalhatok. Erdekes megemliteni, hogy a BR bioszintézis génjeivel ellentétben



az abundans szterol prekurzorok szintéziséért felelés DIM1 és DET2 enzimek
génjeinek expresszidjaban nem észleltlink szerv-specificitast. Adataink arra utalnak,
hogy a CYP90 és CYP85 gének mikddésének térbeli szabalyozasa autonom, a
hormonalis negativ visszacsatolastél alapvetéen fliggetlenll haté folyamat. Ezt
bizonyitja, hogy (1) a CYP90Al esetében az mMRNS szint szerv-specifikus
kulonbségei a BR-inszenzitiv bril-2 mutansban is kimutathatok, (2) vad tipusu
ndévények gydkerében a gyenge kifejez6dés BL kezeléssel tovabb csdkkenthetd, és
hogy (3) az egyéges hormonalis szabalyozas ellenére a CYP90 és CYP85 gének

klénb6z6 szerv-specificitast mutatnak.

5. Ezen eredmények tukrében feltehetd volt, hogy a CYP90 és CYP85 gének
aktivitasanak térbeli kontrollja a BR bioszintézis szerv-specifikus kuldnbségeivel
jarhat egyutt. Ennek kideritése céljabdl gaz-kromatografiaval kapcsolt
tomegspekrtografias analizissel megvizsgaltuk a bioszintetikus intermedierek
mennyiségi megoszlasat Arabidopsis, borsé és paradicsom névények gyokerében és
hajtasaban. Ennek nyoman megallapithat6 volt, hogy az bar az egyes intermedierek
szerv-specifikus felhalmozddasaban markans kulonbségek tapasztalhatok, az
analizalt harom noévényfaj eseténen a kilonbségek hasonlé tendenciat mutatnak. Ez
annak a bizonyitéka, hogy a BR szintézis folyamatainak térbeli regulacioja
filogenetikailag konzervalt funkcié a magasabbrend( ndvények kdrében. Meglepd
maodon a korai bioszintetikus intermedierek felhalmozddasa inkabb a gyokérben, mig
a BL-hoz kdzelebb esd prekurzoroké inkabb a hajtasban volt észlelhetd. E jelenség
oka feltehetéen az, hogy a gyokerek fokozott BR-érzékenysége miatt fejlédésuket az
utdbbi - esetleg mar bioldgiailag aktiv - BR alakok felhalmozédasa gatolna.

Figyelemre méltdé a CYP90A1/CPD enzim szubsztratjanak magas szintie a



gyokerkben. Mivel a CPD gén gyokérben igen alacsony szinten fejez6dik ki, ezért
szubsztratjanak felhalmozédasa arra utal, hogy a transzkripcidos regulaciénak
meghatarozé szerepe lehet a CYP90A1 enzimatikus aktivitasanak, és ennek nyoman

a BR bioszintézis hatékonysaganak szabalyozasaban.

6. A tisztazatlan funkciéju CYP90C1, CYP90D1 és CYP85A2 esetében a BR
bioszintetikus enzimekkel valo strukturalis rokonsaguk és BR-regulalt expressziojuk
alapjan valészinUsithet6, hogy ezek is a szteroid hormon szintézisben vesznek részt.
E bioszintetikus utnak két konverzids lépésérél is feltételezhetd, hogy azokat
citokrom P450-ek katalizaljak. Ez év folyaman valt ismertté, hogy a CYP85A2 a
CYP85A1-gyel megegyezb specificitasu szteroid C-6 oxidaz. A tovabbra is
felderitetlen, valdszinlileg redundans szerepli CYP90C1 és CYP90D1 funkciéjanak
tisztazasa céljabdl Dr. Koncz Csaba (Max Planck Intézet, Koln) T-DNS-inszercios
Arabidopsis mutans gydjteményebél PCR alapu moédszerrel e funkciokban defektiv
mutansokat azonositottunk. A homozigota cyp90cl és cyp90dl vonalak létrehozasa
és ellenbrzése utan az ezek keresztezésével kialakitando kettés mutans varhatoéan
BR-deficiens térpe fenotipusu lesz, és biokémiai karakterizalasaval lehetéség nyilik a

CYP90C1 és CYP90D1 fehérjék enzimatikus szerepének azonositasara.

7. Megallapitottuk, hogy a CYP90 és CYP85 gének BR-fliggé represszidja
markansan eltér a laboratoriumunkban korabban azononositott, egy RING-finger
proteint kodolé BRH1 gén BR altali gatlasatél. A BR bioszintetikus gének aktivitasa
BL kezelést kdvetben egy nagysagrenddel csdkkenthetd, és a hatas kialakulasahoz

de novo fehérjeszintézis szikséges. Ezzel szemben BL hatasara a BRH1



transzkriptum mennyisége csupan harmadara esik vissza, és a represszid

fehérjeszintézis gatlokkal nem felfliggeszthetd primér hormonvalasznak tekinthetd.

KOVETKEZTETESEK

Vizsgalataink alapjan megallapithato volt, hogy a BR biszintézisben résztvevo
citokrom P450 enzimek génjei komplex transzkripcids regulacio alatt allnak. Az
MRNS szintek analizise nyoman kimutattuk, hogy az Arabidopsis CYP90 és CYP85
gének aktivitasa végtermék-fuiggd negativ visszacsatolas altal szabalyozott, és
emellett egyedfejlédési stadiumtol fliggd, valamint szerv-specifikus kifejez6dést is
mutat. A bioszintetikus gének mRNS szintjének és az endogén BR intermedierek
mennyiségének 0Osszevetése alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a
transzkripciés szintl regulacionak lényeges szerepe van a BR szintézis
hatékonysaganak meghatarozasaban, idébeni és térbeli koordinalasaban. Adataink
alapul szolgalhatnak az BR bioszintézis szempontjabdl fontos szervek és szdvetek
azonositasahoz, aktivitasi periodusuk megismeréséhez. Eredmeényeink alapjan
valészinlsithetd, hogy a még tisztazatlan szerepli CYP90C1 és CYP90D1 enzimek
is BR-bioszintetikus funkcidval rendelkeznek. Azaltal, hogy ezen funkcidkban
deficiens Arabidopsis mutansokat izolaltunk, lehetéség nyilik a CYP90C1 és
CYPO0D1 Aaltal katalizalt konverzios |épés azonositdasara. A BR bioszintézis
annak felderitéséhez, hogy milyen tényezdk és miként befolyasoljak a ndvényi

szteroid hormonok termelédését.
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