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ROVIDITESJEGYZEK
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allando fény ("light/light") nevelési korilmények

reverz-transzkripcioval kapcsolt PCR



1. BEVEZETES

A brasszinoszteroidok polihidroxilalt szteroid vegyiiletek, melyeket - foként az
elmult évtizedben elért kutatdsi eredmények alapjan - 6nalldé ndvényi hormoncsaladként
ismernek el. Erds ndvekedést és megnyulast serkentd hatdsukat igen alacsony, nM-0S
koncentracio tartomanyban fejtik ki. A megnyulasos folyamatok szabalyozasan tal
meghatarozo szerepiik van a fényfiiggd morfogenikus folyamatok iranyitdsaban, tovabba a
fertilitas és csirazas biztositasaban is. A kozelmult kutatasai soran viszonylag pontosan
tisztazodtak a brasszinoszteroidok bioszintézisének egyes 1épései, €s sikeriilt azonositani
az ezekben résztvevd enzimek tobbségét is. Laboratériumunk korabbi vizsgalatai
kimutattak, hogy Arabidopsis thalianaban (ludfil) a bioszintézis génjei koziil
legerésebben  kifejez6d6 ~ CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS  AND
DWARFISM elsésorban a transzkripcid szintjén szabalyozott, €s mRNS-ének mennyisége
szoros korrelaciot mutat a hormontartalommal. Ismertté valt tovabba, hogy e gén
expressziojat a tobbi bioszintézis génével azonos, transzkripcids szintli végtermékgatlas
regulalja.

A novények optimalis fejlodéséhez sziikséges ¢letfolyamataik preciz 6sszehangolasa
a kornyezeti tényezOkkel. Ezek koziil legfontosabb a fény szerepe, mely nemcsak a
fotoszintézis energiaforrasa, hanem olyan szabdlyoz6 inger is, amely révén az egyedfejlédési,
fiziologiai ¢és biokémiai funkcidk a kiilsé koriilményeknek legmegfelelobb modon
koordinalhatok, és emellett kovetni képesek a fény és sotét periddusok naponta rendszeresen
ismétlédé valtozésait is. A fényviszonyoknak legmegfelelobb reakciok kialakitdsdban a
kozvetlen (akut) fényvalasz mellett jelentds szerepe van a szervezet biologiai oOrdja altal
biztositott napi ciklusos, un. cirkadian szabalyozasnak is. Ez teszi lehetévé a periodikus
valtozasok érzékelését, rogzitését és eldrejelzeését, biztositva azt, hogy belsd folyamataik
1d6ben torténd atallitdsaval a ndvény idoben felkésziilhessen a kornyezetében bekodvetkezo
valtozasokra. A cirkadian kifejez0dés ciklusainak fazisat a kozvetlen (diurndlis)
fényszabalyozas allitja be, igy e két regulacios rendszer egymadssal Osszehangoltan fejti ki
hatasat.

Az Arabidopsis modellngvényen a molekularis genetika hatékony eszkozeinek
felhasznalasaval elért eredmények meggy6z6 adatokat szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy a
fitohormonoknak fontos szerepiik van mind a fényvalasz, mind a cirkadian hatas kivaltasaban.

Ez a két szabalyoz6 folyamat hatassal van tobb fontos hormon aktualis szintjére, valamint a



hormonérzékenység mértékére is. Ezen ismeretek alapjan a hormonalis reguldci6 a napszakos
valtozasokat meghatarozo jelatviteli rendszerek integrans részének tekinthetd.
Munkacsoportunk eldzetes eredményei arra utaltak, hogy a brasszinoszteroid
bioszintézis kulcsenzimeinek génjei napszakos szabalyozas alatt allnak. Vizsgalataink annak
tisztazasara iranyultak, hogy milyen kdrnyezeti tényezok és szignalatviteli utak feleldsek a
génexpresszid kontrolljaért, és hogy ez utdbbinak van-e tényleges hatisa a hormon

bioszintézis hatékonysagara, illetve ezaltal a tényleges hormonszint alakulasara.



2. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. A brassszinoszteroidok (BR-0Kk)

Az eredetileg Mitchell és mtsai (1970) altal brasszinokként leirt BR-okkal
kapcsolatos kezdeti vizsgalatokat elsOsorban markans novekedésserkentd tulajdonsaguk
inspiralta. Az azota eltelt id6szakban ezek a kutatasok latvanyos eredményeket produkaltak,
¢s mara a BR-ok a novények egyik legjobban ismert, hatdismodjuk tekintetében is részletesen
jellemzett hormoncsaladjanak szdmitanak (Vert és mtsai, 2005).

A BR-ok tanulmanyozédsanak jelentés lendiiletet adott, amikor sikeriilt izoldlni a
brasszin bioldgiai aktivitasaért felelds brasszinolid (BL) vegyiiletet, és meghatdrozni annak
pontos kémiai szerkezetét (Grove és mtsai, 1979). A polihidroxilalt szteroidok kozé tartozo
BR-oknak mara mar tobb mint 50 természetben el6forduld formaja valt ismertté (Bajguz ¢€s
Tretyn, 2003).

Az ¢élettani funkcidk és a hatdsmechanizmus vizsgalata szempontjabol nagy
jelentéségli 1épés volt az els6 BR-deficiens (Li és mtsai, 1996; Szekeres és mtsai, 1996) és -
inszenzitiv (Clouse és mtsai, 1996) mutansok izolalasa. Ezek segitségével pontosan
megismerhetdvé valtak a BR-ok altal szabalyozott bioldgiai folyamatok, és ezeken keresztiil e
vegyiileteknek az egyedfejlddésben jatszott esszencidlis szerepe. Rovid id6 elteltével a BR-

okat egy 1 novényi hormoncsalddnak tekintette a tudomanyos kézvélemény (Yokota, 1997).

2.1.1. Szerkezeti tulajdonsagok

A BR-ok az edényes novényekben altalanosan eléforduld, erds novekedés-serkentd
hatdsu szteroidok. Szamos ide tartozd vegyiilet azonositasa révén megallapithato volt, hogy
valamennyi BR 5a-kolesztan vaza hidroxilalt szteroid (Mandava, 1988). Mai ismereteink
szerint ezek kozil tényleges biologiai aktivitdssal csupan a BR bioszintézis végtermékének
szamitdo BL, és az ennek kozvetlen prekurzoriul szolgald kasztaszteron (Yokota és mtsai,
1982) rendelkezik. A BL (racionalis elnevezés szerint: 22R,23R,24S-20,30,22,23-
tetrahidroxi-24-metil-B-homo-7-oxa-5a-kolesztan-6-on) molekulanak az ismert szteroidok
kozt egyediilallo tulajdonsaga, hogy héttagl, heterociklusos, oxa-lakton tipust B gytir(ivel
rendelkezik. (A két bioaktiv BR szerkezetét, a szteroid vaz szénatomjainak szamozasat,

valamint anellalt gytirliinek jelolését az 1. dbra mutatja be.) A kdzvetlen hormonhatasu



vegyiileteken kiviil a BR-ok koz¢ soroljdk még a fitoszterolokbol kiindulé BL szintézistt

intermediereit, valamint ezek acilalt, ill. glikozilalt konjugatumait is (Bajguz és Tretyn, 2003).

1. abra: A biologiailag aktiv BR formak molekulaszerkezete
A szteroid vaz szénatomjainak szdmozéasat és a gylriik jelolését a BL szerkezeti képletén
tiintettiik fel.

Az egyes BR szarmazékok a szteroid oldallanc 24-es szénatomjanak alkilacids
allapotdban, valamint az oxigén tartalmu szubsztituensek szdmaban ¢és helyzetében
kiilonboznek egymastol (Yokota, 1997). Elettani szempontbél és mennyiségileg is
legjelentdsebbek a Cog (C-24 metilalt) vazzal rendelkez6 BR-ok. A molekulak szénatomjai
koziil a C-3 minden esetben hidroxilalt, és tovabbi hidroxilacié fordulhat el6 a C-2, C-22 és
C-23 poziciokban is. Oxo-, valamint oxa-csoport esetenként a C-6, ill. C-7 helyzetben
talalhato. A BR-ok strukturdlis alapt pontos, a tobbi hidroxiszteroidtdl vald vilagos
Eszerint azok a szteroidok tartoznak ebbe a vegyiiletcsoportba, amelyek az Sa-kolesztan
vazon a C-3 hidroxilacion kiviil még egy, vagy tobb oxigén tartalmu szubsztituenst hordoznak

aC-2, C-6, C-22, ¢és C-23 poziciokban.

2.1.2. Természetes BR-ok

A BR-ok az edényes novények korében altaldnosan elterjedt szabalyozo vegyiiletek,
amelyeket emellett néhany alacsonyabbrendl szervezetbdl (pl. mohak, zoldalgak) is ki tudtak
mutatni. Egy kdzelmultban megjelent attekintés (Bajguz és Tretyn, 2003) 59 természetes BR-
ot tart szamon. Bar e vegyiiletek tobbségét csupan egy, vagy néhany ndvényfajban talaltak
meg, a hormonalis hatdsért elsddlegesen felelds Czs vazi BR-ok, és ezeken beliil a BL

szintézis intermedierei minden vizsgalt szervezetben eléfordultak.



Maig nem tisztazott kérdés, hogy a kasztaszteronénal erdsebb élettani hatdsu BL
mennyire tekinthetd altalanosan elterjedtnek a magasabbrendii ndvények korében. Szamos
fajbol mindeddig nem sikeriilt kimutatni ezt a vegyliletet, és feltételezik, hogy ezekben a
szervezetekben a kasztaszteron lehet az egyediili bioaktiv BR. Ugyanakkor a BL igen
alacsony (ng/kg nagysagrendil) fiziologias szintje miatt elképzelhetd, hogy detektalasa
esetenként csupan a felhasznalt analitikai modszerek érzékenységének korlatai miatt nem volt
lehetséges. Ezzel kapcsolatban emlitésre érdemes, hogy a korabban BL-ot nem termeld
novényekként szamontartott Arabidopsis és paradicsom esetében is csak nemrég nyert
bizonyitast benniik ennek a BR formanak a jelenléte (Fujioka és mtsai, 1998; Montoya ¢és

mtsai, 2005).

2.1.3. Elettani hatasok

A BR-ok fizioldgiai hatasai koziil legszembe6tlobb, hogy a novényeken erdteljes
novekedést, megnytlast valtanak ki. Ennek alapjan az auxin ¢és gibberellin
hormoncsalddokkal egyiitt a novekedésserkentd fitohormonok ko6z¢é sorolhatok. E
funkcidjukkal 6sszhangban a BR-deficiens (a hormon szintézisében sériilt) mutansok markans
torpe fenotipust mutatnak, amely ugyanakkor BR kezeléssel helyrehozhatdé (Li és mitsai.,
1996; Szekeres és mtsai., 1996). A BR-hianyos novények szoveti szintli vizsgalata kimutatta,
hogy a torpe fenotipus kialakulasat a jelentdsen csokkent mértékli sejtmegnyulds és xilém
differenciaci6 okozza (Szekeres és mtsai., 1996; Azpiroz és mtsai, 1998).

A bioszintézis mutansainak karakterizaldsa soran ismertté valtak a BR-ok tovabbi
fontos regulativ funkcioi is. Az erés fenotipusu mutansok un. konstitutiv fotomorfogenikus
fejlédést mutattak, melynek soran a csirandvényeknél sotétben is rovid hipokotilt és nyitott
szikleveleket figyeltek meg. E morfologiai jegyeken tilmenden kimutathatd volt a normalis
sotétfejlodes (szkotomorfogenezis) soran egyébként represszalt sejtmagi fényindukalt gének
(pl. a ribuloz-1,5-biszfoszfat karboxilaz kis alegységét kodolo RBCS, valamint a klorofill a/b-
koté fehérjét kodolo CAB) magas szintli kifejezddése (Chory és mtsai, 1991; Szekeres és
mtsai., 1996; Azpiroz és mtsai, 1998).

Ezeken kiviil is tobb fontos életfolyamat szabalyozasaban vesznek részt a BR-ok.
Arabidopsisban e hormon hianya a pollenfejlédés visszamaradasa révén himsterilitast okoz
(Chory és mtsai, 1991; Szekeres és mtsai., 1996), és a BR-ok megfeleld szintje a csirdzas
biztositdsdhoz is sziikséges (Steber és McCourt, 2001). A termés kialakuldsa és korai

fejloddése soran a bioaktiv BR-ok jelentds felhalmozdodasat irtdk le paradicsomban (Montoya



¢s mtsai, 2005) és sz6lében (Symons ¢és mtsai, 2006), ami a reproduktiv fejlédésben jatszott
fontos regulativ szerepre utal. BR-deficiens novényekben megfigyelhetd tobb tipikusan
stresszindukalt gén fokozott kifejezddése (Szekeres és mtsai., 1996), és részletes vizsgalatok
igazoltak a BL protektiv hatasat tobb abiotikus stressztényezdvel szemben (Kagale és mtsai,
2007). Az eddigi ismeretek alapjan az is vilagossa valt, hogy a BR-ok szabalyoz6 hatdsa
minden fizioldgiai funkcid esetében mas fitohormonok hatasaval egyiitt, részben a jelatviteli

utak kolcsonos befolyasolasan keresztiil valosul meg (Vert és mtsai, 2005).

2.1.4. A BR érzékelés és jelatvitel

A szteroidok fontos hormonalis szabalyoz6 funkciot téltenek be a gombak, allatok és
novények korében egyarant. Bar maga a szabalyoz6 rendszer a torzsfejlédés soran nagyon
koran kialakult, és egyes elemei strukturalisan igen konzervaltak, a novényvildgban az
érzékelési és jelatviteli folyamatok 1ényegesen kiilonboznek attol a korabban a tobbi eukariota
szervezet alapjan altalanosnak vélt hatasmaodtol, melyben a szteroid hormonok transzkripcios
faktorként is miikodd sejtmagi receptorokhoz koétddve kozvetleniil befolyasoljak azok
aktivitasat (Belkhadir és Chory, 2006).

A BR szabalyozdas molekularis hatterének felderitését nagyban segitette, hogy
viszonylag konnyen izolalhatok voltak az érzékelés és jelatvitel elemeiben sériilt mutansok.
Ez jorészt annak volt kdszonhetd, hogy Arabidopsisban ezekért a funkciokért rendszerint
egyetlen gén felelds. A mindGssze egy évtizedre visszanyuld intenziv kutatasok nyoman mara
a fitohormonok ko6zott a BR-ok hatdsmechanizmusa tekinthetd az egyik legrészletesebben
jellemzett jelatviteli rendszernek (Li és Jin, 2007). Az Arabidopsisban megismert, az
alabbiakban ismertetendd szabdlyozas néhany elemét kétszikii és egyszikll fajokban egyarant
sikeriilt azonositani (Bishop, 2003).

A BR érzékelését a sejtfelszin  plazmamembranjaban lokalizalt BRI1
(BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 1) receptor biztositja. Ez az un. leucin-gazdag
ismétlédéseket tartalmazo receptor kindzok (LRRK) csoportjaba tartozik, melynek tagjai
altalaban peptid természetli ligandumok érzékelésében jatszanak szerepet. A BRI1 esetében a
BR kotddését az extracellularis receptor domén leucin-gazdag ismétlédései kozé beékelt, csak
a BRI1-ben el6forduld un. sziget régiod biztositja (Li és Chory, 1997). A hormon koétodése
elésegiti a BRII-nek a szerkezetileg hasonl6 BAKI1 (BRI1-ASSOCIATED KINASE 1)
membranproteinnel vald heterodimerizaciojat, ami transzfoszforilacios reakciokat kdvetden a

BRI intracelluléris kinaz doménjének aktivalédasat eredményezi (Li és mtsai, 2002).



A hormon kotddését kovetden a BRI kindz doménje egy foszforilacios szignalt indit
el, amely ma még ismeretlen Iépéseken keresztill a BR szabdlyozds kozponti elemének
tekintett BIN2 (BRASSINOSTEROID INSENSITIVE 2) kinaz inaktivalasahoz vezet. A
BIN2 az allatvilagbol ismert GSK3/SHAGGY -tipusu kinazok korébe sorolhatd (Choe és
mtsai., 2002; Li és Nam, 2002). Aktiv allapotdban foszforildlja, és ezaltal destabilizalja a BR
hatast a génexpresszi6 szintjén kozvetitd6 BZR1 (BRASSINAZOLE RESISTANT 1) és BES1
(BRI1 EMS SUPPRESSOR 1) transzkripcidés faktorokat. A BR szignal a BIN2 kinazt
inaktivalja, igy a BZR1 ¢és BES1 a sejtmagba juthat, és biztositani tudja a hormonhatés
megnyilvanulasahoz sziikséges transzkripcios szabalyozé hatast (Zhao és mtsai., 2002).

A szerkezetileg hasonld de funkcidjukban legalabb részben ellentétes hatasu BZR1
¢s BES1 a transzkripcios faktorok egy onallo csaladjat képezik (Li és Deng, 2005). Mig a BR-
szabalyozott promoterek CANNTG szekvencia-motivumaihoz k6t6dé BES1 foként negativ
regulatorként funkciondl (Li és Jin, 2007), a CGTG(T/C)G BR reszponz elemhez (BRRE)
kapcsoloddo BZR1 inkdbb a hormonhatas pozitiv szabalyozdja (He és mtsai, 2002; He és
mtsai, 2005).

2.2. A BR-ok bioszintézise

A ndvényekben eléforduld szdmos BR forma megismerése jo alapot biztositott az
ezek szintéziséért felelds anyagcsereutak felderitésének megkezdéséhez. Kezdetben ezen
vizsgalatok soran a bioszintézis feltételezett intermediereinek szintetikus, deutériummal jeldlt
formainak in vivo atalakulasait kovették a konverzids termékek gazkromatografiaval kapcsolt
tomegspektrometrids (GC-MS) analizisével. E munka soran kisérleti objektumként elsésorban
a viszonylag magas endogén BR szinttel rendelkezé Catharanthus roseus sejtszuszpenzios
kultarait hasznaltdk. A konverzids kisérletek révén ismertté valtak a bioszintézis legfontosabb
intermedierei, és nagy vonalakban a kialakitasukért felelds biokémiai lépések sorrendje is.
Ahhoz viszont, hogy a bioszintézisben résztvevo enzimek, és ezek szabalyozasa is ismertté
valhasson, sziikség volt az egyes atalakuldsi lépésekben sériilt BR-deficiens muténsok

azonositasara (Altmann, 1999).

2.2.1. A bioszintézis ut 1épései

A BR-ok bioszintézise a ndvények sejtmembranjaiban nagy mennyiségben

eléforduld fitoszteroloktol szamos, foként oxidativ 1épést kdvetden jut el a végtermék BL-ig.



2. dbra: A BR bioszintézis metabolit-konverzios adatokbol levezetett modellje

A vézlat az élettani szempontbol legfontosabb Cag tipustt BR-ok szintézisének 1épéseit mutatja
be a membran szteroloktol kiindulva Suzuki és mtsai (1994 és 1995), Choi és mtsai (1997),
valamint Fujioka és mtsai (2002) munkai alapjan.



A Catharanthus kultarakon és mas kétszikiiek csirandvényein izotoppal jelolt szubsztratokkal
végzett konverzidés kisérletek eredményeként meghatarozhatéak voltak a Cpg vaza
kampeszterolbol kiinduld {6 szintézisut legfontosabb intermedierei (Suzuki és mtsai, 1994 és
1995). Tovabbi vizsgalatok soran Choi ¢és mtsai (1997) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
BR bioszintézis folyamata a kezdeti 1épéseket kdvetden két parhuzamosan halad6 agra valik
sz¢ét, amelyek csak a végsd oxidaciods reakcidoknal egyesiilnek ujra. A korai és késéi C-6
oxidacios utaknak elnevezett reakcidlancokra épiil6 modellnek meghatarozd szerepe volt a
BR bioszintézisrdl alkotott elméletek kialakitasdban, annak ellenére, hogy a korai oxidacids
reakcio minden novényben aldrendelt jelentdségl, és egyes (pl. a Solanaceae csaladba tartozo)
fajokban ennek termékei nem is mutathatok ki (Nomura és mtsai, 2001). A kés6bb megismert
korai C-22 hidroxilacios mellékuttal (Fujioka, 2002) kiegészitett anyagcsereut séma (2. abra)
mindmaig a BR bioszintézis altaldnosan elfogadott modelljének volt tekinthetd (Fujioka és
Yokota, 2003).

A metabolit konverzioés vizsgalatok alapjan tisztdzodott, hogy magasabbrendi
novényekben a szteroid hormon alapvetden egységes metabolikus folyamatok révén
termelodik (Nomura ¢és mtsai, 2001). A BR szintézis intermediereinek, tovabba ezek
képzddési sorrendjének megismerése jelentésen hozzajarult a molekuldris genetika
modszereivel azonositott bioszintézis gének, ill. termékeik funkcidinak pontos
meghatarozasdhoz. Ezek a kisérleti eredmények egy 1) bioszintézis modell megalkotasahoz

vezettek (Ohnishi és mtsai, 2006). Ennek egyszeriisitett vazlatat a 3. dbra mutatja be.

2.2.2. A BR bioszintézis enzimei

A BR bioszintézis enzimeinek azonositdsa jorészt azoknak a hatékony genetikai
modszereknek koszonhetd, melyek lehetévé tették BR-hidnyos mutdnsok izoldlasat és
karakterizalasat. Az Arabidopsis modellnvényben létrehozott mutansgyiijtemények
vizsgalata soran hamar az érdeklddés kdzéppontjaba keriiltek a torpe fenotipust eredményezd
mutéciok, melyek gyakran bizonyultak defektivnek a ndvekedést serkentd hormonok (pl.
gibberellinek) szintézisében (Feldman, 1991). A kiils6 BR kezeléssel helyrehozhato torpe
vonalak koziil kertiiltek ki az els6ként jellemzett BR hianymutansok (Li és mtsai, 1996;
Szekeres ¢€s mtsai, 1996), amiket rovidesen tovabbiak megismerése kovetett. A teljes
Arabidopsis genom szekvencidjanak ismertté valasaval lehetévé valt a bioszintézisben

résztvevokkel kozeli rokon gének azonositasa, és ezek tobbsége esetében a BR szintézisben
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3. dbra: A BR bioszintézis {6 reakcidutja

A vazlat a C2g BR-ok szintézisének az egyes bioszintetikus enzimek szubsztrat-preferenciai
alapjan levezetett legvaloszinlibb modellje. Az egyes konverzids 1épéseket jelold nyilak
mellett - ahol ez ismert - feltiintettiik az azokat katalizalo enzimek szimbdlumait.
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jatszott szerepiik bizonyitdsa (Shimada és mtsai 2001; Kim ¢és mtsai 2005a). Mara az
Arabidopsis BR bioszintézis génjeinek nagy része ismertté valt. Ezek a szteroid-So-reduktaz
funkcioju DE-ETIOLATED 2 (DET2) enzim (Li et al., 1996) génjétdl -eltekintve
valamennyien citokréom P450 monooxigenazokat kodolnak. Bar a bioszintetikus funkciok
koziil néhanyat méas névényfajokban is azonositottak, itt csupan a munkamhoz kdzvetleniil
kapcsolodo Arabidopsis enzimek ismertetésére szeretnék szoritkozni. Az ezek altal katalizalt

ismert konverzios 1épéseket a 3. abran bemutatott szintézistt séman is feltiintettiik.

2.2.2.1. Citokrém P450 monooxigenazok

A citokrom P450 monooxigendzok (réviden: P450-ek) igen Osi tipusi hem proteinek,
amelyek valamennyi prokariota és eukariota szervezetben eléfordulnak, és jellemzdéen foként
hidrofob karakterti szubsztratok oxidativ szubsziticios reakcidit katalizaljak molekularis
oxigén felhasznaldsaval.. Az enzimcsoport elnevezése tagjainak a hem redukalt allapotaban
mérhetd jellegzetes, 450 nm-es abszorpcidos maximumabol ered. Az eukariota (de nem
mitokondrialis) P450-ek a  sejtek  endoplazmatikus  retikulumaban  lokalizalt
membranproteinek. Enzimatikus reakciojukat kovetden oxidativ regeneracidjukat a veliik
strukturalis komplexet képez6 NADPH-fiiggd P450 reduktazok biztositjak (Nelson és mtsai,
2004). Mivel a P450-¢ek egy része széles szubsztrat-spektrummal rendelkezik, csoportositasuk
alapjaul a szokdsos enzim katalogus (EC) besorolas helyett az enzimeket aminosav-
szekvenciajuk alapjan, a 40%-nal nagyobb azonossagot mutatd tagokbol allo, sorszamozott
CYP csalddokba osztottdk be. A novényvilagban kiilonésen nagy formagazdagsagban
eléfordulo P450-ek koziil az Arabidopsis genomban 47 csalad tagjait kodolod tobb mint 270
gént azonositottak. Ezek jorészt masodlagos anyagcsere-folyamatokban vesznek részt,
meghatdroz6 szerepet betdltve példaul a fenil-propanoid anyagcserében. Emellett fontos
feladatuk van az alkaloidok, terpének és egyes fitohormonok (gibberellinek, BR-0k, auxinok
¢s jazmonsav) bioszintézisében is (Chapple, 1998). A BR-ok szintézisében résztvevo, itt
roviden ismertetendé P450 tipust enzimek az egymassal szoros rokonsagot mutaté CYP90 és

CYP8S5 csaladokba tartoznak.

CPD/CYP90A1
A CPD enzimologiai elnevezése CYP90AI, ami a CYP90-es csalad prototipusat
jeloli. Az enzim génjét a T-DNS inszerci6 révén létrehozott cpd mutans segitségével

azonositottak (Szekeres €s mtsai, 1996). A BR-hidnyos, torpe habitusii és konstitutiv
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fotomorfogenikus tulajdonsagokat mutaté cpd fenotipusa BR kezeléssel hatékonyan
helyreallithato. A BR bioszintézis intermediereivel végzett menekitési kisérletek a CPD-nek a
szteroid oldallanc C-23-as helyzetii hidroxilacidjaban bet6ltott szerepére utaltak (Szekeres és
mtsai, 1996), de ujabb vizsgalatok alapjan feltételezhetd, hogy a C-3 helyzetii hidroxil csoport

oxidativ izomerizacidjat katalizalja (Ohnishi és mtsai, 2006; M. Mizutani, személyes kozlése).

DWF4/CYP90B1

A dwf4 (dwarf 4) szintén T-DNS inszercidval 1étrehozott BR-hianyos mutans, amely
a cpd-hez rendkiviil hasonld fenotipikus jegyeket mutat (Azpiroz és mtsai, 1998). Az
inszercid segitségével azonositott DWF4 gén a CPD/CYP90AI1-gyel nagyfokii aminosav
sorrend egyezést mutatd CYP90B1 enzimet kodolja. BR intermedierekkel végzett fenotipus
helyreallitasi kisérletek alapjan ismert, hogy ez a P450 a szteroid oldallanc C-22 helyzeti
hidroxilacigjat végzi (Choe és mtsai, 1998), bar konkrét szerepérol €s a reakcioban résztvevod
szubsztratokrol alkotott kép az ijabb, kdzvetlen enzimologiai vizsgalatok alapjan 1ényegesen

atalakult (Fujita és mtsai, 2006).

ROT3/CYP90C1 és CYP90OD1

A cpd és dwf4 szamos alléljével ellentétben ezen két enzimben deficiens vonalak
nem fordultak el6 az Arabidopsis torpe mutans gyiijteményekben. A CYP90C1 génben sériilt
rotundifolia 3 (rot3) mutans igen enyhe levél fenotipust mutat, amit eredetileg csak a
levélsejtek hosszanti megnytlasanak zavaraval hoztak dsszefiiggésbe (Kim és mtsai, 1998). A
ROT3/CYPI0C1 és CYPI90DI esetleges szerepe a BR bioszintézisben a CYP90 csaladba valo
tartozasuk alapjan vetddott fel, és ezt megerdsitették azok az adatok, melyek szerint a BL
mint végtermék valamennyi CYP90 gén kifejez6dését azonos modon gatolja (Bancos és
mtsai, 2002). A T-DNS inszercios null mutans cyp90cl és cyp90d1l vonalak vizsgalata soran
kideriilt, hogy bar ezek kiilon-kiilon igen gyenge fenotipustiak, a cyp90clcyp90dl dupla
mutacido BR-deficiens torpe ndvényeket eredményez (Kim €s mtsai, 2005a; Ohnishi €s mtsai,
2006). A baculovirus-fert6zott rovarsejtekben kifejeztetett CYP90C1 és CYP90DI részletes

enzimologiai vizsgalata tisztazta, hogy ezek redundans szerepii, a szteroid oldallanc C-23

crcr

CYP85A1 és CYPS5A2
Arabidopsisban a BR bioszintézis mutansokat altalaban a nagy szamban izolalt torpe

vonalak korébol azonositottadk. A CYP85A1 és CYP85A2 géneket érintd ilyen mutdnsok
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ugyanakkor nem alltak rendelkezésre, ezért ezeket a paradicsom Dwarf/CYP85A1 génnel
(Bishop és mtsai, 1996) mutatott szekvencia homolédgia alapjan ismerték fel. A paradicsom
CYPS85AT1 szerepének in vivo (Bishop és mtsai, 1996) és in vitro (Bishop és mtsai, 1999)
vizsgalata tisztazta, hogy az enzim a mar biologiailag aktiv kasztaszteront létrehozo C-6
oxidacios 1épést katalizalja. Az Arabidopsis CYP85 génjei altal kodolt, egymassal 82%-0s
aminosav szekvencia egyezést mutatd P450-ek redundans funkcidjukra utalt, hogy a
jellegzetes BR-hianyos toérpe fenotipust csak a cyp85alcyp85a2 kettés mutans mutatta, mig az
egyszeres mutansok nem, vagy alig voltak megkiilonbdztethetok a vad tipusu névényektol
(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 kiilonb6z6. Mig a
CYPS85A1 reakcidjanak a kasztaszteron a végterméke, addig a CYP85A2 ezen tul BL-szintaz
aktivitassal is rendelkezik, a C-6 oxidacié mellett ugyancsak katalizalva a kasztaszteronbol
BL-ot 1étrehozo Baeyer-Villiger-tipusu laktamizacios reakciot (Kim és mtsai, 2005b; Nomura
¢és mtsai, 2005). Ezzel egyidejiileg valt ismertté a C-6 oxidazok hasonldan elkiiloniild szerepe
paradicsomban is, ahol a CYP85AI1 a vegetativ szervek kasztaszteron szintézisét végzi, mig a
bogyodspecifikusan kifejez6d6 CYP85A3 a csak a bogyodban képzddé BL 1étrehozasara is
képes (Nomura és mtsai, 2005).

2.2.2.2. A BR bioszintézis enzimeinek katalitikus tulajdonsagai

A CYP85 és CYPI90 csaladokba tartoz6 egyes, heterolog rendszerben kifejeztetett
enzimek biokémiai vizsgalata (Bishop és mtsai, 1999; Shimada és mtsai, 2001; Fujita és
mtsai, 2006; Ohnishi és mtsai, 2006), valamint elsdsorban az Arabidopsis és paradicsom
endogén BR intermediereinek analizise (Bishop és mtsai, 1999; Fujioka és mtsai, 2002;
Ohnishi és mtsai, 2006) azt mutatja, hogy ezen P450-ek rendre tobbféle, szerkezetileg hasonlo
molekulat is elfogadnak szubsztratként. Mindezek alapjdn nagyon valoszinli, hogy a
ndvényben a BL nem egyetlen titon, hanem sokkal inkabb halézatszerii reakciok sorozatanak
eredményeként jon létre. Néhany enzimnél pontosan meghatiroztdk az egyes szubsztratok
affinitasi értékeit, és ezek esetenként nagy, akar két nagysagrendnyi kiilonbséget is mutattak
(Fujita és mtsai, 2006; Ohnishi ¢és mtsai, 2006). Jelenleg az ismert konverzios sebességi
adatok alapjan meghatarozhatdé BR bioszintézisnek az a leghatékonyabb Utja (3. abra), amely
optimdlis enzim- €s szubszratellatottsdg mellett valdsziniisithetd. Ugyanakkor ismert, hogy

mind a bioszintézis génjeinek kifejezodése, mind a BR intermedierek spektruma Osszetett
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egyedfejlodési és szervspecifikus szabalyozas alatt 4ll, ami az egyes reakcidutak
fontossadganak 1ényeges atrendezddését eredményezheti. Feltételezhetd tehat, hogy ezen
tényezok fliggvényében a CYP8S és CYP90 enzimek relaxalt szubsztratspecificitasa fontos

szerepet jatszhat a BR szintézis hatékonysaganak pontos beallitasaban.

2.2.2.3. A bioszintézis sebesség-meghatarozo 1épései

A fizioldgids hormonszint homeosztazisanak fenntartasdban fontos szerepe van a
bioszintetikus és inaktivaciés folyamatok Osszehangolt szabalyozasdnak. A bioszintézis
hatékonysagat a sebesség-meghatarozo 1épéseket katalizald enzimek kontrollaljak. Ezen
enzimek azonositasa céljabol Nomura €és mtsai (2001) részletesen dsszehasonlitottdk az egyes
BR intermedierek felhalmozodasat Arabidopsisban, borsoban (Pisum sativum) és
paradicsomban (Lycopersicon esculentum). Vizsgalataik soran azt tapasztaltak, hogy ezekben
a novényekben a CYP90A, CYPI0OB ¢és CYPSSA enzimek szubsztratjai a tobbi intermedier
mennyiségéhez viszonyitva jelentdsen felhalmozddnak. Ez arra utalt, hogy ezeknek az
enzimeknek a kifejezddése és aktudlis aktivitdsa meghatarozo lehet a BR bioszintézis lokalis
szabalyozasaban (Nomura ¢és mtsai, 2001). Bar minden egyes esetben csupan egy sebesség-
meghataroz6 reakcid ateresztOképességétol fiigg a szintézis hatékonysdga, az anyagcsereut
halézatos voltabol, valamint a bioszintetikus gének expresszidjadnak kiilonbségeibdl adodoan
egyes szervekben vagy fejlodési szakaszokban az emlitett harom enzim barmelyike altal
katalizalt konverzids 1épés limitalova valhat. A BR intermedierek mennyiségi viszonyainak
Osszevetése fontos adatokkal szolgélt az anyagcserett szabalyozasdnak megismeréséhez, és
ravilagitott arra is, hogy ezek a folyamatok igen hasonldak a vizsgalt harom kétszikii faj

esetében (Nomura és mtsai, 2001).

2.3. Az endogén BR szint regulacioja

A novények életfolyamatait nagymértékben befolydsoljak a kornyezeti hatdsok. A
kornyezeti ingerek érzékelése az egyes sejtekben lezajlo folyamat, ugyanakkor élettani
szempontbol igen fontos a valaszreakcidknak a szovetek €s szervek szintjén torténd
Osszehangoldsa, amelyben a fitohormonoknak van meghatdrozo szerepe. A hormonvalasz
kialakulasdban fontos tényezd egy adott hormon lokélis koncentracidja, mely az aktualis

hormonérzékenységgel egyiitt a bioldgiai valasz mértékének meghatirozoja. Az endogén
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hormonkoncentracio fiigg a de novo hormonszintézistdl, a jelenlevé hormon reverzibilis vagy

végleges inaktivaciojatol, valamint a szervezetben lejatsz6do transzport folyamatoktol.

2.3.1. Transzport és inaktivacio

Szamos kisérleti adat bizonyitja, hogy a BR-ok transzportja a ndvényen beliil
elhanyagolhatd. Erre utal, hogy a paradicsom transzpozonos mutagenezisével létrehozott
dwarf mutans levelének revertans mozaikfoltjai nem befolyasojak a BR-deficiens szegmensek
zsugorodott fenotipusat (Bishop és mtsai, 1996), és hogy borson és paradicsomon végzett
oltasi kisérletekben a vad tipusi rész sem alanyként, sem oltvanyként nem képes a
hormonhianyos rész fenotipusanak helyredllitdsdra (Symons és mtsai, 2004; Montoya ¢és
mtsai, 2005). Jelenlegi ismereteink szerint a BR-ok hatasa a szintézisiik helyéhez kozel, tn.
parakrin/autokrin modon érvényesiil.

Az utobbi évek soran Arabidopsisban olyan enzimeket azonositottak, melyek a
bioaktiv BR-ok inaktivalasaért feleldsek. Ezen reakciok egy részét a BR bioszintetikus
génekkel kozelebbi rokonsagot nem mutatd citokrom P450-ek végzik. A PHYB4
ACTIVATION-TAGGED SUPRESSOR 1 (BAS1) gén altal kodolt CYP734A1 (Turk és mtsai,
2003) és a CHIBI 2 (CHI2) altal kodolt CYP72C1 (Nakamura és mtsai, 2005) rendkiviil
alacsony szinten expresszalodik. Kifejezddésiik magas BL szint esetén vagy erds fényhatasra
indukalddik, de a kivalto inger megsziinését kdvetden gyorsan visszadll az alapszintre. Ez arra
utal, hogy e két enzimnek fontos szerepe van a hormon homeosztazis fenntartasaban (Turk és
mtsai, 2003; 2005). A CYP734-r6l ismert, hogy a bioaktiv BR-ok (BL és kasztaszteron)
irreverzibilis inaktivacidjaért felelds C-26 helyzeti hidroxilaciot katalizalja, de a CYP72C1
pontos funkcioja jelenleg még ismeretlen (Turk és mtsai, 2003).

A biologiailag aktiv BR formak inaktivalasadban résztvevd enzimek mellett repcébdl
¢és Arabidopsisbol olyan szulfotranszferaz és glikoziltranszferaz enzimeket is leirtak, amelyek
a BR bioszintézis szamos intermediereit képesek szulfonalni, ill. glikozilalni in vitro
kortilmények kozott (Rouleau és mtsai, 1999; Poppenberger és mtsai, 2005). Bar ezeknek a
reakcioknak az élettani szerepe ismeretlen, a glikozilaciorol feltételezik, hogy egyes
mennyiségi vizsgalatai arra utalnak, hogy a reverzibilis inaktivacids folyamatok a korai BR
intermediereket és az aktiv szdrmazékokat egyarant érinthetik (Szekeres és Bishop, 2006).
Jelenlegi ismereteink szerint a BR inaktivacioért felelds enzimek feladata elsGsorban a

hormon homeosztazis biztositdsa. Ez torténhet a folosleges aktiv formék irreverzibilis
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atalakitasaval, vagy - els6sorban a BR felhalmozast igényld reproduktiv képletekben - a

A rendelkezésre allo adatok alapjan az aktiv BR formak inaktivaciojaban résztvevo
enzimek fiziologias koriilmények kozott csak rendkiviil alacsony szinten fejezddnek ki, és a
szteroid hormon ndvényen beliili eloszlasdt érdemben transzport folyamatok sem
befolyasoljak. Mindez arra utal, hogy BR-ok lokalis felhalmozodasadban a de novo

bioszintézisnek van meghatarozo szerepe.

2.3.2. A bioszintézis génjeinek transzkripcids szabalyozasa

A BR bioszintézis hatékonysaga jelentds mértékben fiigg a sebesség-meghatarozo
reakcid(ka)t katalizalo enzim(ek) mennyiségétdl. A CPD/CYP90A1 esetében ismert, hogy az
egyes szervekben f0 szubsztratjanak felhalmozodasa forditott aranyban all a CPD mRNS
mennyiségével (Bancos és mtsai, 2002), és az is, hogy ez utobbi alapvetden a transzkripciod
szintjén szabalyozott. (Mathur és mtsai, 1998). Ez a regulacids folyamat tobb olyan bels6
tényez0 ¢és kiilsd inger altal determinalt, amelyek igen hasonlé mddon - és valdsziniileg
jorészt azonos mechanizmusok révén - hatnak valamennyi BR bioszintézis gén kifejezédésére

(Bancos és mtsai, 2002; Tanaka és mtsai, 2005).

2.3.2.1. Végtermékgatlas

A BR bioszintézisben résztvevd gének koziil eldszor a CPD-rél mutattak ki, hogy
kifejezddését a szintézisut végtermékének tekintett BL koncentracio-fliggd moddon gétolja
(Mathur és mtsai, 1998). Tovabbi vizsgalatok kideritették, hogy Arabidopsisban a BR
szintézis valamennyi P450 génjének expresszidja hasonld végtermékgatlas révén kontrollalt
(Bancos ¢€s mtsai, 2002; Tanaka €és mtsai, 2005). Annak alapjan, hogy ezeknek a géneknek a
BR-fiiggd aktivitasa igen széles, 15-20-szoros kiillonbségeket mutatd skaldn mozog, de az
egyedfejlddés folyaman valamilyen mértékben végig részlegesen represszalt allapotban
marad, ez a visszacsatoldsos szabalyozé mechanizmus a bioszintézis fontos fiziologids
regulatoranak tekinthetdé (Bancos és mtsai, 2002). Ez a szigoruan stringensen miikk6dd negativ
visszacsatolasos rendszer a BR bioszintézis gének kifejezodésének erdssége és az aktiv BR-0k
szintje kozti szoros kapcsolatot bizonyitja. A bioszintetikus funkciok transzkripcios szintii

végtermékgatlasa mas novényi hormoncsalddok esetében is ismert, és kiilondsen jol
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dokumentalt a gibberellin szintézis utolsdé két reakcidjat katalizdlo enzimek génjeinek
esetében (Yamaguchi és Kamiya, 2000).

He ¢és mtsai (2005) kimutattdk, hogy a BR bioszintézis génjeinek BL-fliggd
represszidjat a BZR1 transzkripcids faktor biztositja. Ez a protein szamos BR-regulalt gén
kifejezddését befolyasolja, és a kolcsonhatd partnerek természetétdl fiiggden mind pozitiv,
mind negativ szabalyoz6 komplexek kialakitasdban részt vehet (He és mtsai, 2002). A BZR1
kozvetleniil kapcsolodik a valamennyi BR bioszintézis gén promodterében megtalalhatd hat

nukleotidanyi BRRE elemhez, ami erds represszios hatast eredményez (He és mtsai, 2005).

2.3.2.2. Fejlédési stadiumtol fiiggé szabalyozas

A BR bioszintetikus gének expresszids vizsgalatai azt is kimutattdk, hogy ezek
jellegzetes, fejlodési stadiumtol fiiggd kifejezodési mintazatot mutatnak. Ez 6sszhangban van
azzal, hogy a BR-oknak fontos szerepilk van az egyes fejlddési szakaszok elinditasaban,
illetve szabalyozasaban. Arabidopsisban kimutattak, hogy valamennyi BR bioszintetikus
P450 gén nagymértékben indukélodik a csirdzéas elsd hetében, majd kifejezddésiik szintje a
masodik hét végére erdsen lecsokken. A transzkriptumok szintje ezutan az els6 heti maximum
10%-a alatti értéken stabilizalodik, csupan a tobbi génnél végig magasabb szinten
expresszaloddo CPD esetében marad annak kb. 30%-a koriil (Bancos és mtsai, 2002). A korai
csirandvény szakaszban - a végtermékgatlashoz hasonloan - valamennyi CYP85 és CYP90
gén nagyjabol azonos modon szabalyozodik. Az Arabidopsison, paradicsomon és sz6lén
végzett vizsgalatok szerint viszont sokkal differencialtabbak azok a mar szervspecificitast is
tiikkrozé aktivalodasi mintdzatok, amelyek feln6tt novényekben a reproduktiv szervek
kialakulasat kisérik (Castle és mtsai, 2005; Montoya és mtsai, 2005; Nomura és mtsai, 2005;
Symons és mtsai, 2006).

2.3.2.3. Szervspecifikus regulacio

Az dsszehangoltan érvényesiild végtermékgatlasos és korai fejlédési szabalyozassal
ellentétben az egyes BR bioszintézis gének jellegzetes szervspecifikus kifejez6dési mintazatot
mutatnak. Arabidopsisban a potencialis sebesség-meghatarozo 1épéseket katalizald enzimek
génjei (CPD, DWF4 és CYP85A2) mar csirandvény korban els@sorban a hajtascsucsban ¢€s a
differencidlodd levélkezdeményekben expresszadlodnak, mig a CYP85AL1, CYP90C1 ¢és
CYP90D1 transzkriptumok szintje a gyokérben a legmagasabb (Bancos és mtsai, 2002;
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Shimada és mtsai, 2003). A génaktivitasok szervspecificitdsanak feltehetéen fontos szerepe
van a lokalis BR szintek bedllitasaban, koncentracidé gradiensek kialakulasaban, és ezaltal -
mas fitohormonok hatdsaval Osszhangban - differenciacios folyamatok elinditasaban.
Paradicsomban a reproduktiv szervek kialakuldsa soran a bioaktiv kasztaszteron szintézis¢hez
sziikséges DWARF/CYP85AL gén erds atmeneti aktivalodast mutat (Montoya és mtsai, 2005),
¢s a mas stddiumokban nem megnyilvanulé6 CYP85A3 is magas szinten kifejezodik (Nomura
¢s mtsai, 2005). Hasonldéan szembetiind atmeneti indukcidt figyeltek meg a sz6l6 CYP85

esetében is a bogydérés soran (Symons €és mtsai, 2006).

2.4. A novények életfolyamatainak napszakos szabalyozasa

Helyhezkotott életmodjuk miatt a magasabbrendli ndévényekneknek gyorsan és
hatékonyan kell alkalmazkodniuk a kornyezeti feltételek alakulasdhoz. Az egyik legfontosabb
ilyen tényezé a nappalok ¢és éjszakdk 24 Oras rendszerességli ismétlodése, amely a
fényviszonyok és a hdmérséklet jelentds valtozasaival jar. Ez az életfolyamatoknak a vildgos
és sotét szakaszoknak megfeleld atrendezddését igényli, amely a gének jelentds részének
kifejezodését is érinti. A Shaeffer és mtsai (2001) altal kdzolt expresszios vizsgalatok adatai
szerint az Arabidopsis génjeinek kb. 10%-a napszakos kifejez6dési, azaz - definiciojuk
szerint - transzikriptumaik mennyisége a nap folyaman legalabb kétszeres kiilonbséget mutat.
A gének expressziojanak napi valtozéasaiért alapvetden két reguldcios rendszer felelds. Az
egyik az un. diurndlis szabdlyozas, amely kozvetleniil a kornyezeti fényviszonyok altal
meghatarozott. A masik a szervezet biologiai 6rajatol fiiggd cirkadian (latin "circa diem":
nagyjabol egynapos) regulacid, amely - rendszerint fény altali - beallitasat kovetden allando

kornyezeti koriilmények mellett is biztositja a génkifejezddés napi periodicitasat.

2.4.1. Diurnalis regulacié

2.4.1.1. Fényszabalyozas

A novények dontd tobbsége a fotoszintézis révén termeli meg a szdmara sziikséges
szerves vegyiileteket és energidt, ezért fejlddésiikre a fény minden életszakaszban fontos
befolyassal van. Fény szabdlyozza a csirdzast és a csirandvények morfogenezisét, a
fotortopizmus és arnyékkeriilés révén a novekedés iranyat, a szintestek és gazcserenyilasok

mozgasat, valamint a napi megvilagitottsdg hosszan keresztiil a a virdgzas szezondlis
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1d6zitését (Sullivan és Deng, 2003). A ndvény életfolyamatai kozvetleniil reagalnak a
fényintenzitas valtozéasaira az un. akut fényvalasz tjan. Ez a folyamat igen fontos a biokémiai
és ¢lettani funkcidok finom szabalyozasaban ¢és Osszehangoldsaban. Mindezen tal akut
fényreakcié eredménye a novény cirkadidn orajanak bedllitdsa is, ami a fény és sotét
szakaszok varhatd valtozasaira késziti fel szervezetiiket. A kornyezeti fényhatdsokat a
novények jol meghatarozott elnyelési tulajdonsdgokkal rendelkezd fotoreceptorok utjan
érzékelik, és valaszreakcioik az érzékelés soran elinduld jelatviteli lancok hatasan keresztiil

alakulnak ki.

2.4.1.2. A fotoreceptorok

A novények a fényt hadrom hullamhossz tartomanyban érzékelik. A 280-320 nm
kozotti régioba es6 UV-B receptora jelenleg ismeretlen, és igen kevés informacio all
rendelkezésre az UV-B hatast kozvetitd jelatviteli utakrdl is. A 320-400 nm-es tartomanyua
UV-A ¢és a kék fény érzékelésében a kriptokrom, valamint a fototropin fotoreceptorok
vesznek részt. A  kriptokromok flavoproteinek, amelyek a szinte valamennyi
¢l6lénycsoportban megtalalhatd, és az UV altali DNS karosodas javitasat végzo fotolidzokkal
mutatnak szerkezeti hasonlosagot. Az Arabidopsisban a CRY1 és CRY2 gének altal kodolt két
kriptokrom forma elsdsorban csirandvények fényfliggd morfogenezisét, a virdgzast, valamint
a cirkadidn ora beallitasat meghataroz¢ jelatviteli utak aktivalasaért felelés. Ugyanebbe a
hullamhossztartomanyba esé fény érzékelésére képesek a fototropinok is, amelyeket
Arabidopsisban szintén két gén: az NPH1 és az NPL1 kodol. A fototropinokrdl kiindulo
jelatviteli utak a géazcserenyildsok 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 koziil az egymashoz igen hasonlo szerkezetli, és szerepiiket tekintve is atfedo
fotoreceptorok koziil emlitésre érdemes PHYA néhéany eltérd sajatossaga. Ez a fitokrom a
tobbitdl eltérden fényben instabil. Mig s6tétben csirdzd ndvényekben az Osszes fitokromok
mintegy 85%-at adja, zold csiranévényekben mennyisége csupan 5% (Sharrock és Clack,
2002). Ezen kiviil a PHY A-t megkiilonbiizteti a tobbi formatdl 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 sotétben, mind
vilagosban csirdz6 novénykékben, ahol eléfordulasi ardnya 10, ill. 40% (Sharrock és Clack,

2002). Funkcioit tekintve is ez a legjobban jellemzett fitokrém, amely olyan fontos élettani
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folyamatok szabalyozasaban vesz részt, mint a csirazas, fényfliggd morfogenezis (Gn. de-
etiolacio), arny¢€k elkertilés, viragzas indukcio, valamint a cirkadidn ora beéllitasa (Sullivan és
Deng, 2003).

A fotoreceptorok fény hatasara olyan - rendszerint foszforilacios 1épésekre épiilo -
jelatviteli utakat aktivalnak, amelyek a fényreguldlt gének kifejez0dését szabalyozzak.
Szamos ilyen gén fény altali kontrollja nem fiigg a megvilagitds hullimhosszatol, igy ezeket
tobb fotoreceptor tipus szignal rendszere egyiittesen, atfedd modon reguldlja. Az egyes
fotoreceptor csaladok, vagy ezeken belill pl. az egyes kriptokrom, ill. fitokrom formak
génexpresszios hatdsanak specificitdsa jelenleg is a fotobiologia egyik intenziven kutatott

tertilete.

2.4.2. Cirkadian szabalyozas

2.4.2.1. A cirkadian bioldgiai ritmus

Az egyes ¢élettani funkcidk intenzitdsdnak cirkadian valtakozasa valamennyi
¢l6lénycsoportra jellemzd jelenség, ami a nappalok és éjszakdk rendszeres valtakozasahoz
vald alkalmazkodas soran alakult ki. Az ennek szabalyozasaért felelds cirkadian bioldgiai 6ra
mitkodésének elve hasonld a fotoszintetizald baktériumokban, gombakban, rovarokban,
emlésokben és novényekben, de e rendszerek molekularis komponenseinek jelentds
kiilonbségei arra utalnak, hogy kialakuldsa az egyes nagyobb éldlénycsoportokban jorészt
parhuzamos fejlodés eredménye (Young és Kay, 2001). A napszakosan ismétlddé kornyezeti -
rendszerint fény - jelek altal naponta Gjra bedllitott cirkadian 6ranak fontos szerepe van a
szervezet felkészitésében a varhatd valtozasokra. Allando kornyezetben pedig tobb napon &t
biztositani tudja az 4&ltala szabalyozott folyamatok, pl. a génexpresszid kozel 24 Orés
ciklikussagat.

Laboratoriumi koriilmények kozott a cirkadian ora altal szabéalyozott gének
miikddését valtozatlan kornyezetben tanulmanyozzak, és kifejezddésiiket néhany jellegzetes
paraméterrel jellemzik. Ezek legegyszeriibben egy sematikus expresszios gorbe (4. abra)
segitségével ismertetOk. Periddushossznak az oszcillalo gorbe két azonos helyzetii (pl. két
maximum) pontja kozti, 24 6rahoz kozeli 1d6t nevezziik. Az expresszio az un. ZT (Zeitgeber
time) fliggvényében abrazolhatd, aminek kiindulopontja (ZT = 0) mindig az utolséd

megvilagitasi szakasz kezdte. A kifejez0dés fazisa a ciklikus jelleggorbe egy jellemzd
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pontjanak, rendszerint els6 maximumanak helyzete a ZT iddskalan. A jelleggorbe amplitidoja

pedig a ciklusok maximum és minimum értékei kozti ingadozas fele.

4. dbra: A cirkadian szabalyozast folyamatok jellemzd tulajdonséagai

A cirkadian 6ra altal meghatarozott folyamat egy mérhetd paraméterének valtozasa az ido
fliggvényében. A vizsgalat soran alkalmazott fényviszonyokat fehér, ill. fekete szakaszok
jelzik az id6tengelyen. A ZT 0 idépont az utols6 megvilagitas kezdetének felel meg. A ritmus
fazisa a jelleggorbe egy jellemzd pontjanak (altaldban elsé maximumanak) a ZT 0-t6] mért
idébeni tavolsaga ordkban kifejezve. A periddushossz a gorbe két azonos (pl. maximum)
pontja kozti id6. A cirkadidn ciklus amplitidéja a minimum ¢és maximum értékek
kiilonbségének fele.

2.4.2.2. A cirkadian regulacié élettani jelentosége

A cirkadian szabalyozas egymastol fiiggetlen utakon tortént kialakulasa az €ldvilag
fejlddése soran erdsen valosziniisitette, hogy e mechanizmus szelekcids eldnyt biztosit az
egyes ¢lolények szaméra (Harmer €s mtsai, 2001). Kisérleti adatok bizonyitjak rovarok és
cianobaktériumok esetében, hogy a kdrnyezeti hatasok és a cirkadian regulacio kozti 6sszhang
hianya jelentdsen hatraltatta a vizsgalt egyedek fejlodését, vagy csokkentette életképességiiket
(Saunders, 1972; Klarsfeld €s Rouyer, 1998; Ouyang és mtsai, 1998). Novények esetében mar
régbdta ismert volt, hogy alland6 fényben nevelt paradicsom egyedek rosszul fejloddnek és
kevés termést hoznak (Highkin és Hanson, 1954). Ujabban a cirkadian 6ra miikodésében
sériilt mutans Arabidopsis csirandvényeken végzett vizsgalatokkal meggy6zden bizonyithato
volt, hogy a kdrnyezeti hatasok ¢€s a belsé ritmus egyezésének hianya jelentésen hatréltatja az
egyedfejlodést, és hogy ez legalabb részben a fotoszintézisen alapuld metabolikus funkciok

Osszehangoltsaganak hianyaval magyarazhat6 (Dodd és mtsai, 2005).
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A cirkadian szabdlyozas legfontosabb feladata valosziniileg az, hogy az ¢él6lény
szadmara eldre jelzi a kornyezeti tényezOk varhato véltozasait, lehetdvé téve, hogy szervezetiik
ezekre megfeleléen felkésziilhessen. Ezaltal biztosithatd példaul, hogy egymassal nem
Osszeegyeztethetd biokémiai folyamatok - éjjeli, ill. nappali id6zitéssel - jo hatékonysaggal

miikodhessenek egyazon sejtben.

2.4.3. A hormonalis folyamatok napszakos valtozasai

A fényhatas a novényi szervek szintjén hormonalis kozvetitéssel érvényesiil, amelyet
gyakran a hormon bioszintézis gének expresszios szabalyozasa determinal. Egyes hormon
bioszintézis gének fényfiiggd regulacidja jol dokumentalt pl. az etilén és a gibberellinek
esetében. Ismert, hogy Arabidopsisban és salataban (Lactuca seriola) a fénynek induktiv
hatasa van a gibberellin szintézis kulcsenzimeit kodold génekre, elésegitve ezéltal a magok
csirazasat (Toyomasu és mtsai, 1998; Yamaguchi és mtsai, 1998). A gének egy részénél a
fényregulacio egyértelmiien a fitokrém fotoreceptorokhoz volt kothetd, masok esetében
viszont a hulldmhossztdl fiiggetlennek bizonyult (Toyomasu €s mtsai, 1998; Yamaguchi és
mtsai, 1998; Ait-Ali és mtsai, 1999). Arabidopsisban az etilén bioszintézis aktivaciojat
figyelték meg tavoli vords fénykezelést kovetden. Kimutattdk, hogy ez a hatds hormonalisan
is szabalyozott, mert nem érvényesiil etilén-inszenzitiv ndvényekben, és a gibberellin
szintézis specifikus gatloszereinek jelenlétében sem (Pierik és mtsai, 2004). A BR anyagcsere
fényszabalyozasarol igen kevés adat 4ll rendelkezésre. Biztosan csupan annyi tudhato, hogy a
fénynek gatlo hatasa van az inaktivacios folyamatokért felelos BAS/CYP734A1 és CYP72C1
gének transzkripciodjara (Turk és mtsai, 2003; Takahashi és mtsai, 2005).

Szamos irodalmi adat utal arra, hogy a fényingerektdl fiiggetleniil is érvényesiild
napi ciklusos szabalyozas kozvetitésében is fontos szerepiikk van a fitohormonoknak.
Cirkadian periodicitast mutattak ki a hormonszint és hormonvalasz alakulasaban pl. az
auxinok (Jouve és mtsai, 1999), etilén (Thain és mtsai, 2004) és a gibberellinek (Foster és
Morgan, 1995) esetében is. Bar a cirkadian szabalyozés hatdsa a hormon szintézis génjeinek
aktivitasara alig ismert, a burgonya (Solanum tuberosum) egyik gibberellin 20-oxidazat
kodoldé GA200x1-3 bifazisos napi ciklust kdvetd kifejezodése alapjan erdsen valdszintisithetd,

crcr

mtsai, 1999; Jackson és mtsai, 2000).
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3. CELKITUZESEK

A BR bioszintézis kulcsenzimeit kodold6 CPD/CYP90ALl és CYP85A2 gének
szabalyozasanak in vivo tanulmanyozasa céljabol létrehozott promoter:luciferdz riporter
faziok transzgenikus Arabidopsis novényekben jellegzetes, naponta ismétlodd kifejezodési
mintdzatot mutattak. Mivel feltételezhetd volt, hogy ezeknek a kifejezddési valtozasoknak
szerepiik lehet a BR-ok szintjének ¢és hatasanak kialakitasaban, a napszakos regulacio

modjanak és jelentdségének megismerése céljabol az alabbi vizsgalatok elvégzését terveztiik:

(1) a CPD/CYP90AL és CYP85A2 napszakos kifejez6dési profiljanak jellemzését, és az
ezek kialakitdsaban résztvevd alapvet6 regulacios rendszerek meghatarozasat;

(2) a periodikus expresszids valtozasokban meghatarozd fényreguldcié szerepének
tisztazasat, és az ezért felelOs jelatviteli utak azonositasat;

(3) a BR bioszintézis P450 gének ismert transzkripcios szintli végtermékgatlasa és a
napszakos szabalyozas kozti esetleges okozati Osszefiiggés megéllapitdsat;

4) valamint annak kideritését, hogy a CPD/CYP90Al1 ¢és CYP85A2 diurnalis

kifejezddése egylitt jar-e a BR-ok mennyiségének és hatdsdnak napszakos valtozasaval.
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

A felhasznalt modszerek koziil els6sorban azokat ismertetem részletesen, amelyeknél
ez a vizsgalatok pontos megértése és reprodukalhatosaga szempontjabol fontos. Terjedelmi
okokbol a széles korben hasznalt - foként altalanos molekularis bioldgiai - metodikakra csak
hivatkozom, ill. bemutatasuknadl minddssze ezek sajatos vondsainak, vagy kivitelezésiik
megszokottol eltérd részleteinek bemutatdsara szoritkozom. Az altalanos molekularis
bioldgiai munkékat - ahol erre vonatkoz6an mas utalds nincs - a Sambrook és Russell (2001)

altal kozreadott modszerek szerint végeztiik.

4.1. Novényi anyag és nevelési koriilmények

A génexpresszids vizsgalatokhoz az Arabidopsis thaliana (ludfii) Columbia-0
okotipusanak, illetve az ebbdl 1étrehozott transzgenikus vonalaknak in vitro nevelt egyedeit
hasznaltuk. A magokat 10 perces, 5%-os kélcium-hipoklorit oldatban tortént felszini
sterilizalast és tobbszoros steril desztillalt vizes oblitést kdvetden 1% szaharozzal kiegészitett,
0,2% Phytagellel (Sigma) szilarditott MS taptalajon (Murashige és Skoog, 1962) csiraztattuk.
A csirandvények nevelése klimakamrdban (SANYO Electronic) 22°C hdmérsékleten,
fluoreszcens fehér megvilagitas (50-60 pmol/m?/s) alkalmazasaval, 12 h fény/12 h sétét (LD:
"light/dark") ciklusok mellett tortént. Esetenként folyamatos fény (LL: "light/light") és
folyamatos sotét (DD: "dark/dark") kezeléseket is alkalmaztunk. Egyes kisérletekben a fehér
fényt helyettesité monokromatikus voros (Amax = 660+5 nm), ill. kék (Amax = 470+5 nm)
megvilagitast Snaplite LED fényforrasok (Quantum Devices, Inc.) biztositottak. Ezeknél a
fényintenzitast (10-15 pmol/m?/s) ugy allitottuk be, hogy az hasonld legyen a mas kisérletek
soran alkalmazott fehér fény vords, ill. kék tartomanyba esd komponenseiével. A
transzgenikus vonalak izolalasa és ellendrzése soran a médiumot 15 mg/l higromicinnel
(Calbiochem) egészitettiikk ki. A felhasznalt maganyag létrehozdsa soran a talajba {iltetett
novényeket iiveghdzban, 22+2°C hémérsékleten neveltiik, a csirdzastdl szamitott négy hétig
rovidnappalos (8 dra fény/16 dra s6tét), majd ezt kovetden a termésérésig hosszunappalos (16

ora sotét/8 ora fény) koriilmények kozott.
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4.2. Transzgenikus novények eloallitasa

4.2.1. Promoter:luciferaz fiziés génkonstrukciok létrehozasa

A kiméras promoter:riporter génkonstrukciokat transzkripcios fuzidval hoztuk létre
nagy kopiaszamti pBluescript I (SK+) (Stratagene) plazmid vektorban. A molekularis
klénozas soran az Escherichia coli XL-1 Blue torzsét (Stratagene) hasznaltuk. A CPD gén
promoterébdl az ATG transzlacids starthelyhez (+1) viszonyitott —968 ¢és -5 helyzeta
nukleotiddk kozti szakaszt PCR amplifikacioval, a CPDpr-F és CPDpr-R primerek (I.
tablazat) felhaszndlasaval izoldltuk a promotert teljes egészében tartalmazd6 A EMBL 3
klonbol (Szekeres és mtsai, 1996) oly modon, hogy egyuttal a 3'-végen egy Smal restrikcids
hasitohelyet is kialakitottunk. A CYP85A2 promdter —971 és —5 nukleotida poziciok kozti
szakaszat ugyanilyen modon allitottuk eld Col-0 genomi DNS-bél, a CYP85A2pr-F és
CYP85A2pr-R primerek segitségével. Ezt kdvetéen a promoéter szakaszokat BamHI-Smal
fragmentumként klonoztuk a szentjanosbogar (Photynus pyralis) moédositott luciferaz
génjének (LUC+H, Promega Biotech; a tovabbiakban egyszerlien LUC) kodold szekvencidjat
mar tartalmazo pBluescript vektorba. A kapott klonok szekvendlasaval gy6zdédtiink meg arrol,
hogy azok PCR eredetli hibat nem tartalmaznak. A létrehozott génfuzidkat a plazmid
klonokbol BamHI-Sacl fragmentumként izolaltuk, és a T-DNS alapu binaris pPCV812
vektorba (Koncz és mtsai, 1994) épitettiikk be azokat a Bglll-Sacl emésztéssel eltavolitott E.
mutagenezisével 1étrehozott, a -80-as pozicidban G>A mutacioét hordozo mCPD promoterrel
képzett fuzidkat ugyanilyen modon alakitottuk ki. A munkdnk soran felhasznalt

prométer:riporter konstrukciokat a 5. abra mutatja be.

4.2.2. Stabil transzformans Arabidopsis vonalak kialakitasa

A riporter fuzidkat tartalmazé pPCV plazmidokat a széles spektrumi mobilizacios
funkciokat hordozé E. coli S17-1 torzsbe transzformaltuk, majd ebbdl konjugacid révén a
novény transzformaciohoz Koncz és mtsai (1994) altal kifejlesztett Agrobacterium
tumefaciens GV3101 (pPM90RK) torzsbe juttattuk. A génaktivitasi vizsgalatokhoz sziikséges
stabil transzformans vonalakat a Clough és Bent (1998) altal leirt, Agrobacteriummal toérténd

virag infiltraciés modszer alkalmazédsaval hoztuk létre. Az ennek eredményeként kapott
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magpopulaciobol szdrmazod csirandvények koziil higromicin szelekciot kdvetden izolaltuk a

transzgéneket hordozo6 ndvényeket.

|. tablazat: A felhasznalt PCR primerek

Az egyes gének promoéterinek (pr) amplifikalasahoz, ill. az RT-PCR reakcidkhoz (rt) hasznalt F
(forward) és R (reverse) primerek. Kisbetiivel a genomi szekvenciatdl eltéré nukleotidakat jeldltik.

primer gén szekvencia (5' > 3")

CYP85A2pr-F CYP85A2 TTTAGTATCACGGTTATAACT
CYP85A2pr-R CYP85A2 GgGTGTTTTTTTGCTCTGTCTTTT
CPDpr-F CPD/CYP90A1 ACTAGTGGATCCAAACAAAATG
CPDpr-R CPD/CYP90A1 ggGAAGAAGATGATGATGAGAGAAG
CPDrt-F CPD/CYP90A1 GAATGGAGTGATTACAAGTC

CPDrt-R CPD/CYP90A1 GTGAACACATTAGAAGGGCCTG
UBQ10rt-F POLYUBIQUITIN 10 GGACCAGCAGCGTCTCATCTTCGCT
UBQ10rt-R POLYUBIQUITIN 10 CTTATTCATCAGGGATTATACAAGGCC

A higromicin rezisztenciat 3:1 ardnyban szegregdld elsddleges (fliggetlen genomi
integracioval kialakult) transzforméns vonalakbol oOnbeporzassal a transzgénre nézve
homozigota novényeket hoztunk létre. Minden riporter konstrukcid esetében 10-10 elsddleges
transzforméans utodainak génkifejezOdési mintazatdt vizsgaltuk meg, és ez alapjan
valasztottuk ki azt a reprezentativ vonalat, amelyet késobb, a kisérleti munka soran
hasznaltunk.

A BR-, ill. fitokrom AB-hianyos hatter(i transzgenikus névényeket a bril-101 (Li és
Chory, 1997) mutansnak a kivélasztott transzformans vonallal valo keresztezés tjan, mig a
phyA-201phyB-5 (Reed és mtsai, 1994) dupla mutans esetében transzformacioval hoztuk 1étre.
Ezek esetében is a késdbbiekben hasznalando reprezentativ vonalat a riporter gén kifejez6dési
mintdzata alapjan valasztottuk ki. (A disszertacidé végén talalhatod 1. kiegészitd abra a tesztelt
elsddleges transzformansok luciferaz aktivitdsi gorbéit mutatja. Bar ezek esetében az
aktivitasi értékek esetenként erdsen kiilonboznek, a gorbék napi lefutdsa minden esetben igen
hasonld. Vizsgélataink céljara mindig kozepes szinten kifejezddd, jellemz6é mintazatot mutatd

reprezentativ vonalat valasztottunk.)
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5. abra: A felhasznalt luciferaz riporter konstrukciok

A vézlat a T-DNS alapt pPCV binaris vektorban a bal- és jobboldali hatarszekvencidk (fekete
haromszogek) kozotti régiot mutatja a kialakitott riporter fuzidkkal. Ezekben a kodolo
szekvenciakat fehér, mig a reguldtor szakaszokat (pomotereket, ill. a nopalin-szintdz gén
transzkripcids terminatorat) fekete téglalapok jelolik. A mutans CPD promoter (mCPD)
folotti csillag a mutacio helyét jeloli. A szelekcidkhoz sziikséges P-laktamaz (BAL) és
higromicin-foszfotranszferaz (HPT) géneket csak egyszerlisitve, nem méretaranyosan
abrazoltuk (sziirke ellipszisek), a restrikcios hasitohelyek koziil pedig csak a klonozas soran
felhasznaltakat tiintettiik fel.

4.3. mRNS szint meghatarozas

4.3.1. RNS izolalas

Az mRNS szintek meghatarozdsdhoz a begylijtott ndvényi anyagot folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, és a felhasznalasig —80°C-on taroltuk. Az RNS tisztitdsat a
Chomczynski ¢és Sacchi (1987) modszere alapjan kifejlesztett TRI-reagens (Sigma)
felhasznalasaval végeztiik a gyartd utmutatdsa szerint. Ennek soran 1 g ndvényi anyagot
folyékony nitrogénben homogenizaltunk, majd 10 ml TRI-reagensben szuszpendaltunk. A

névényi anyag teljes lizise utan a kivonathoz szobahémérsékleten 2 ml kloroformot adtunk,
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majd alapos keverés és ezt kovetd 3 perc inkubdlds utdn a fazisokat centrifugalassal
szétvalasztottuk (12000 g, 4°C, 15 perc). Ezt kovetéen a vizes fazisbol az RNS-t 0,6x
térfogatnyi izopropanol hozzaadasaval kicsaptuk, majd centrifugéalassal (12000 g, 4°C, 10
perc) Osszegyljtottiik. A csapadékot 70%-o0s, majd abszolut etanollal mostuk, vakuum alatt
szaritottuk, végll steril, RN-d4z mentes desztillalt vizben visszaoldottuk. Az RNS
mindségiiket pedig formaldehid tartalmu denaturdlod agardz gélen valo futtatassal ellendriztiik.

Az RNS mintakat végiil egységesen 2 mg/ml koncentraciora allitottuk be.

4.3.2. Northern-blot analizis

Az egyes transzkriptumok mennyiségi Gsszehasonlitdsa céljabol végzett Northern-
analizis soran mintanként 20-20 pg RNS-t denaturaltunk, majd formaldehid tartalma 1%-0s
agaroz gélen tortént elektroforézissel frakcionaltunk. A gélek rovid etidium-bromidos festése
utan a 275 nm-es UV fényben fluoreszkalo RNS mintdzatrol fényképet készitettiink. Ezutan a
g¢lbdl az RNS-eket 20x SSC pufferben végzett kapillaris transzferrel Nytran N hibridizacios
membranra (Schleicher & Schuell) kotottilk, majd 275 nm-es UV kezeléssel rogzitettiik.
Sziikség esetén a tovabbi felhasznalasig a membranokat szarazon, 1égmentesen lezarva -20°C-
on taroltuk.

A hibridizacids probat a teljes LUC cDNS-t tartalmazé DNS fragmentumbol (20 ng)
allitottuk  eld6 Megaprime (Amersham) jelols kit és [0-32P]dCTP (Izotép Intézet)
felhasznalasaval. A membranhoz kotott RNS hibridizacigjat Church-pufferben (Church és
Gilber, 1984) végeztiik 68 °C-on, ¢jszakan at. Ezt kovetden a membranrol a nem specifikusan
kotott probat eldmoséssal (2x SSC, 0,1% Na-dodecilszulfat; szobahdmérséklet, 60 perc), majd
haromszor ismételt stringens mosassal (0,1x SSC, 0,2% Na-dodecilszulfat; 0,05% Na-
pirofoszfat; 68°C, 15 perc) tavolitottuk el. A hibridizaciés membrant ezutdn megszaritottuk,
¢s rajta a radioaktiv hibridizacios jeleket Phosphoimager 445 SI (Molecular Dynamics)

késziilék segitségével detektaltuk és értékeltiik.
4.3.3. Reverz-transzkripciéval kapcsolt PCR analizis
Az mRNS szintek szemikvantitativ, reverz-transzkripcioval kapcsolt PCR (RT-PCR)

modszerrel torténd meghatarozasdhoz az RNS-t olyan ndvénymintakbol izolaltuk, amelyeket

a luciferaz aktivitds mérésekhez hasznaltakkal parhuzamosan, ugyanolyan koriilmények
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kozott neveltiink. Az analizisekhez a ¢cDNS-t 5 pg RNs-bdl kiindulva, oligo-dT primer
segitségével szintetizaltuk Ready-to-Go (Pharmacia Biotech) elsé szl szintézis kit
felhasznalasaval. A PCR amplifikacidhoz a vizsgalt gének kodold szekvencidinak 3' végéhez
kozeli, 250-350 bp-nyi terméket add primereket hasznaltunk. Az egyes reakciokban a reverz-
transzkripcioval kapott cDNS 10%-at hasznaltuk a kovetkezd koriilmények kozott:
denaturacio 94°C 2 perc; amplifikacids ciklusok 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 30 s. A CPD
mRNS analizise esetében 15, mig a konstitutiv kontrollként hasznalt UBQ10
(POLIUBIQUITIN 10) transzkript detektalasanal 20 PCR ciklust hasznaltunk. Az alkalmazott
génspecifikus primerek szekvenciait az 1. tdblazatban adtuk meg.

Azért, hogy megbizhaté képet kapjunk a kiindulasi cDNS-ek mennyiségi
viszonyairdl, a PCR reakciokat azok exponencialis fazisaban allitottuk le, és a detektalhatosag
novelése céljabol izotopos jeldlést alkalmaztunk. Ennek soran a PCR termékek 10%-4t friss,
dCTP-mentes reakcioelegybe vittiik, majd ezen denaturalas utan 72°C-on két percig [a-*2P]-
dCTP, majd tovabbi két percig feleslegben hozzaadott "hideg" dCTP jelenlétében egy tovabbi
extenzios reakciot hajtottunk végre egy, az amplifikacid soran hasznaltén 3' irdanyban harom
nukleotiddval tulnytlé belsé ("nested") primerrel. A kapott DNS termékeket 2%-o0s agardz
gélen szeparaltuk, majd a gélt Whatman 3MM szlrOpapirra szaritottuk, és a radioaktivitast

autoradiografiaval detektaltuk.

4.4. A luciferaz aktivitas meghatarozasa transzgenikus novényekben

Kisérleteink soran LD ciklusokban nevelt egyhetes, LUC riporter konstrukciot
hordozd transzgenikus csirandvényeket hasznaltunk fel. A csiranovényekbdl 100-100-at
szoros csoportokat kialakitva friss taptalajra helyeztiink, majd ezeket a mérés kezdete eldtt 36
¢és 24 oraval steril, 25 mM-0s D-luciferin (Biosynth A.G.) oldattal permeteztiik. A mérések a
csiraztatas utdni 8. napon, a fény szakasz végén kezdddtek, ami alland6 (LL, ill. DD)
fényviszonyok mellett a ZT 12 idOpontnak (ZT: "Zeitgeber time", az utolsé fényszakasz
kezdetétdl eltelt id0) felelt meg.

Az in vivo Ilumineszcencia méréseket folyékony nitrogénnel hiitétt, nagy
érzékenységli CCD (“charge-coupled device™) kameraval (LN-CCD-512-TKB, Princeton
Instruments) végeztiikk. Az egyes novénymintakrol kétoras 1dokozonként 25 perces digitalis
felvételeket készitettiink, majd az igy rogzitett lumineszcenciat Metamorph program (Meta
4.5 programcsomag, Universal Imaging) segitségével szamszerlsitettik. A - foként

fotoszintetikus pigmentektdl eredd - késleltetett fluoreszcencia kikiiszobolése érdekében a
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mintdkat mar 6t perccel az expozicio kezdete eldtt sotétbe helyeztiik. A mért fotonszambol a
kamera hatterét levonva a kapott, egyes novényekre szamitott értékeket az id6 fiiggvényében
abrazoltuk. Minden mérést legalabb négy alkalommal ismételtiink. A parhuzamos mérések
kozott nem taldltunk jelentds eltérést, ezért ezekbdl rendre egy-egy reprezentativ adatsort
mutatunk be. (A parhuzamos mintdk kifejez6dési mintazatainak eltérései és az egyes

idopontokban mért értékek szordsai a 2. kiegészitd abran lathatok.).

4.5, Az endogén BR-ok mennyiségi analizise

45.1. A novényi mintak elokészitése

A BR tartalom analiziséhez in vitro, LD koriilmények kozott elénevelt egyhetes
csirandvényeket hasznaltunk. A mintanként 30-40 g friss ndvényi anyagot azonnal folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, ¢s liofilizalasukig -80°C-on taroltuk.

A hormonszint napszakos valtozasanak vizsgalatdhoz az egyhetes csirandvény anyag
egy-egy negyedét a fény szakasz kezdetétdl hatords id6kozonként (0, 6, 12 és 18 h) gylijtottiik
be. A sotét szakasz soran szedett mintdkat gyenge fénynél szedtik le, és a sotétbol
kikertiléstiket kovetd 6t percen beliil lefagyasztottuk.

A folyamatos so6tét (DD) hormonszintre gyakorolt hatasanak vizsgélata soran a
csirandvény anyag egyik felét a nyolcadik sotét szakasz kezdetétdl 48 oOrara folyamatos
sotétbe helyeztiik, mig a masik (kontroll) felét ugyanennyi ideig valtozatlan LD ciklusokban
neveltiik tovabb. Ezutan a mintakat a mar leirt modon gylijtottiik €s készitettiik elé a hormon

extrakcidhoz.

45.2. A BR-okizolilasa és mennyiségi meghatirozasa

Az endogén BR-ok kivondsat ¢€s mennyiségi analizisét Dr. T. Yokota
laboratériumaban (Teikyo Egyetem, Utsunomiya) végezték a Nomura és mtsai (2001) altal
leirt modon. A liofilizalt névényi anyagot homogenizaltak, metanollal extrahaltak, majd az
extraktumhoz referenciaként szintetikusan eldallitott deuteralt BR formékat adtak. A mintdkat
beparlasukat kovetden etilacetatban visszaoldottdk, majd 0,5 M-0s KyHPOjs-tal tortént
particionalast kovetden ismét szarazra paroltak. Ezt 80%-os metanolban vald visszaoldas utan
Ujabb, hexannal végzett particionalas kovette. A metanolos fazist beparoltak, majd egymast

kovetden aktiv szén és Sephadex LH-20 oszlopokon tisztitottdk. A kombinalt BR tartalmu
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frakciokat koncentraltak, Senshu-Pak ODS 3251-D oszlopon tovabb tisztitottak, majd SIM
("selected ion monitoring") tipusi gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrias (GC-
MS) analizisnek vetették ald. A hormon analiziseket rendre harom-harom fliggetlen

kisérletbdl szarmazo6 mintak sorozatan végezték.

32



5. EREDMENYEK

Az ebben a fejezetben bemutatasra keriild adatok alapvetéen sajat munkam
eredményei. Laboratoriumunkban az mRNS szintek meghatarozasara iranyulé Northern-
hibridizaciés vizsgalatok egy részét Simona Bancos végezte, mig a BR-ok mennyiségi

analizise teljes egészében Dr. Takao Yokota intézetében késziilt.

5.1. A CPD és CYP85A2 gének napszakos kifejezodése

A CPD gén kifejez6désének vizsgalata céljabol létrehozott, CPD:LUC riporter
konstrukciot hordozé transzgenikus ndvények eldzetes karakterizaldsa soran azt talaltuk, hogy
ezekben a luciferdz aktivitds az egyes napok folyamén periodikusan ismétlédd valtozasokat
mutat. Ebbdl a felismerésbdl kiindulva kezdtiikk vizsgilni a CPD expresszid napszakos

szabalyozasat.

5.1.1. A luciferaz aktivitas mérésének beallitasa

A CPD/CYP90AL és CYP85A2 transzkriptumok szintjének szervspecifikus eloszlasa,
valamint ezen gének promotereinek az E. coli B-galakturonidaz (GUS) riporter segitségével
detektalt kifejez6dési mintdzatai alapjan tudtuk, hogy e két BR bioszintézis gén elsddlegesen
a differencialodé levélkezdeményekben fejezddik ki (Mathur €s mtsai, 1998; Bancos €és mtsai
2002; Castle ¢€s mtsai, 2005). Az expresszios szintek napszakos vizsgélata céljara kivalasztott
CPD:LUC ¢és CYP85A2:LUC vonalaknal az in vivo lumineszcencia ezzel megegyezd
szervspecificitasa (6. abra) azt mutatta, hogy a riporter aktivitdisok megbizhatoan tiikrozik az
endogén CPD és CYP85A2 kifejezddési viszonyait.

Az egyes mMRNS-ek relativ mennyiségeit is tiikkroz0 "microarray” hibridizacios
adatok (Shimada és mtsai, 2003; Genvestigator adatbéazis: www.genevestigator.ethz.ch,
Zimmermann ¢és mtsai, 2004) alapjan a BR bioszintézisben résztvevé CYP85 és CYP90 gének
igen alacsony szinten fejezddnek ki. A legerésebben kifejez6d6 CPD/CYP90A1L transzkriptum
szintje a tobbi généhez viszonyitva altalaban 6t-tizszer magasabb, ami idedlis alannya teszi a
génexpresszids vizsgalatok szamara. Eldkisérleteink azt mutattdk, hogy a CCD kameras
mérések soran 25 perces expozicid esetén mar egyes novények szintjén is reprodukalhato
napszakos kifejezédési értékeket kaphatunk. Rovidebb idejli expozicidk esetén a mérési

értékek nagyobb szorddasat tapasztaltuk, mig hosszabbak alkalmazdsa a fényben végzett
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méréseket torzitotta volna a sotét expozicids iddszakok viszonylagos nagysaga miatt. A
nagyobb pontossag érdekében a méréseket 100 csirandvénybdl all6 mintdkon végeztiik. A

kisérleti eredmények reprodukalhatdsagat a 2. kiegészitd abra mutatja.

6. abra: A CPD:LUC ¢s CYP85A2:LUC transzgének kifejezodése

CPD:LUC transzgént hordozé egyhetes csirandvényrél (A és B), ill. CYP85A2:LUC
transzgént hordoz6é 21 napos ndvényrdl (C és D) késziilt CCD kameras (A és C) és
hagyomanyos (B és D) fényképek. A hamis szinezett CCD kamerés felvételeken a fehér és
piros szinek az erds, mig a kék és lila a gyenge lumineszcenciat mutatod régidknak felelnek
meg.

5.1.2. A CPD és CYP85A2 prométerek diurnalis expresszios profilja

Vizsgalatainkhoz azért a CPD és CYP85A2 géneket valasztottuk ki, mert ezek

termékei a BR Dbioszintézis lehetséges sebesség-meghatarozd 1épéseit katalizaljak.

34



Feltételezhetd volt tehat, hogy transzkripcios szintjiik befolyasolhatja a hormonszintézis
hatékonysagat, és ennek kovetkezményeként az aktiv BR formak felhalmozodasat is.
Mindezen tal a CPD-t a tobbi bioszintetikus génnél magasabb szintli kifejezddése is idealis
kisérleti objektumma tette.

A CPD promoter kifejezédésének iddbeni valtozasait LD koriilmények kozott
kovettiik egyhetes CPD:LUC transzgenikus csirandvényeken oly mdodon, hogy a LUC riporter
aktivitasat kétoras idokozonként, a CCD kameraval észlelt lumineszcencia alapjan hataroztuk
meg. A 24 6ras LD ciklusok folyaman az aktivitasi értékek jellegzetes bifazisos gorbét adtak,
amelynek két hatarozott cstcsa a fény szakasz kezdete utani elsd, ill. annak végével egybeesd
idépontokra estek (7. abra A).

A CYP85A2 gén kifejezOdésének vizsgdlatdit ugyanilyen koriilmények kozott
végeztiik CYP85A2:LUC transzgenikus csirandvényeken. A kapott expresszios profil a CPD-
éhez igen hasonld, két maximumot mutatd gorbét adott (7. abra B). Erdemi kiilonbség volt
viszont a két gén kifejezédésében a CYP85A2-nek a CPD-hez viszonyitott 1ényegesen
alacsonyabb (mintegy 10%-anak megfelel6) aktivitasa. A CYP85A2 promoter aktivitasa
emellett joval nagyobb (kb. hatszoros) napi amplitidét mutatott a CPD esetében észlelt (kb.
kétszeres) ingadozasnal, és a CYP85A2-nél a fény szakaszok kezdete utani maximumok
elérése a CPD-hez viszonyitva hosszabb id6t: négytdl hat orat vett igénybe (7. abra A és B).
Mindezek ellenére a két BR bioszintézis gén napi expresszids profiljanak nyilvanvalo
hasonlésaga arra utal, hogy kialakuldsukban kozos szabalyozasi mechanizmusok vehetnek

részt.

5.1.3. A CPD mRNS mennyiségének napi valtozasa

A kapott eredmények értelmezése szempontjabol fontos volt ellendrizniink, hogy a
CPD:LUC riporter konstrukcioval kapott lumineszcencia értékek valoban hiien tiikrozik-e a
CPD promoéter aktivitast. Ezért a CCD kameras luciferaz aktivitas mérésekhez hasznalt
mintdkkal parhuzamosan, azonos koriilmények kozott nevelt csirandvényekbdl RT-PCR
analizis segitségével meghataroztuk az endogén CPD-rél atit mRNS mennyiségének
alakulasat is. A LD ciklus négy idépontjadban, 0 (fény szakasz kezdete el6tt), 6 (fény szakasz
kozepén), 12 (sotét szakasz kezdete elott) €s 18 (sotét szakasz kdzepén) orakor vett mintdkban
a transzkriptum mennyiségek az ugyanezen idOpontokban mért luciferaz aktivitasokkal

Osszhangban valtoztak (7. abra C), ami igazolta, hogy a riporter géneket hordozd
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transzgenikus novények révén megbizhaté képet kaphatunk a promoter aktivitds napi

alakulasarol.

7. abra: A CPD ¢és CYP85A2 promoterek aktivitasanak diurnalis valtozasa

Az expresszios szintek idébeni véltozasai egyhetes transzgenikus csirandvényekben LD
koriilmények kozott. A nulla idépont a nyolcadik fény peridodus kezdetének felel meg. A és B:
a CPD:LUC (A), ill. CYP85A2:LUC (B) transzgént hordozo ndvények biolumineszcencia
profilja. Az iddtengelyen a fehér szakaszok a fény, mig a feketék a sotét idészakoknak
felelnek meg. C: az endogén CPD és UBQ10 (konstitutiv kontroll) mRNS-ek RT-PCR
modszerrel detektalt mennyiségi valtozasai CPD:LUC csirandvényekben (autoradiogram).
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5.2. A diurnalis expresszios szabalyozas alapveto tényezoi

5.2.1. Cirkadian regulacio

A CPD gén LD koriilmények kozott kapott expresszids gorbéjén (7. abra A) a fény-
¢s sotét periodusok kezdetét kovetden markans aktivitas valtozasok voltak megfigyelhetok. Ez
arra utalt, hogy a fénynek kozvetlen szabalyozd szerepe lehet a transzkripcids szint
beallitasaban. Ennek a feltevésnek az ellendrzése céljabol a LD viszonyok kozott kondicionalt
CPD:LUC csirandvények biolumineszcencidjanak iddbeni valtozéasait megvizsgaltuk allando
fényviszonyok kozott is.

Meéréseink soran LL koriilmények kozott a lumineszcencia értékek szabdalyos,
kezdetétdl tobb napon keresztiil fennmaradt (8. dbra A). A cirkadian kifejezodési gorbe
minimumai a relativ nappalok (a LD kondicionalds soran a fényperiddusoknak megfeleld
1d6szak), mig maximumai a relativ éjszakdk kozepére estek. Bar a négy napig tartd mérés
soran az expresszi0 szintje lassu, egyenletes csokkenést mutatott, ciklusainak a
minimumokhoz viszonyitott amplitudoja végig a kétszeres érték koril maradt. A CPD
cirkadian kifejezédése jol megfigyelheté volt DD koriilmények kozott is, ahol a ciklusok
periddushossza, valamint maximum ¢és minimum értékeinek idépontjai megegyeztek a LL
viszonyok mellett észleltekével (8. abra B). Szembetiind kiilonbség volt viszont, hogy a DD
mérés soran az expresszio szintje gyorsan csokkent, ami egyre kisebb cirkadian amplitidohoz,

végiil pedig a ciklusok eltlinéséhez vezetett a mérés negyedik napjara.

5.2.2. Fényszabalyozas

A CPD-nek a LL és DD viszonyok melletti idobeni expresszids profiljain (8. abra A
¢s B) nem lathatok azok gyors valtozasok, amelyek a LD kifejezddési gorbén (7. dbra A) a
fény és sotét szakaszok atmeneteit kovették. Emellett a LD kisérlet soran a 24 6ras periddus
alatt két-két maximum, ill. minimum volt észlelhetd, amelyek koziil idében egyik sem esett
egybe a LL és DD mérések cirkadian gorbéinek sz€lsd értékeivel. Mivel a kiilonbségek
kizardlag a fény és sotét szakaszok valtakozasdbol adodhattak, ezek az eredmények azt
mutattak, hogy a CPD expresszi6 fényszabalyozas alatt all. Amint az a 7. dbra A panelén
lathatd, LD viszonyok mellett az els§ maximum a lumineszcencia szintjének a megvilagitas

kezdete utani gyors novekedésébdl, mig a masodik a sotét periodus kezdetét kovetd hirtelen
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visszaesésébdl ered. Mindebbdl a fénynek a CPD expresszidra gyakorolt induktiv hatdsara

kovetkeztethetiink.

8. abra: A CPD expresszi6 cirkadian periodicitasa 4llando fényviszonyok mellett

Egyhetes, LD fotoperiddusokkal kondicionalt CPD:LUC transzgenikus csirandvények
lumineszcenciajanak valtozasai LL (A), ill. DD (B) viszonyok ko6zott. A nulla idépont a
nyolcadik fény periddus kezdetének felel meg. Az idStengelyen a fehér és fekete szakaszok a
fény, ill. sotét idoszakokat jelolik.

A CPD gén LD és LL kifejezddési profiljainak (7. abra A, ill. 8. 4dbra A)
Osszehasonlitdsakor a LL gorbén felismerhetd a cirkadian oszcillacid6 minimuma a fény
szakasz kozepén, valamint egy hatarozott vallként annak maximuma is a sotét periddus
kozepén. Ennek alapjan megallapithato volt, hogy a CPD napszakos (LD) kifejez6dését egy
alapszintii cirkadidn oszcillacid, valamint egy erre raépiild pozitiv fényregulacio egylittesen
hatdrozza meg. Bar a CYP85A2:LUC transzgén gyenge kifejez6dése miatti viszonylagosan

magas zajszint a CYP85A2 promoter cirkadian szabalyozottsaganak egyértelmti kimutatasat
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nem tette lehetévé, a CPD-éhez hasonl6 bifazisos LD kifejezddés alapjan feltételezziik, hogy

ennek soran is a fény és az endogén ritmus altali kettés meghatarozottsag érvényesiil.

5.2.3. A cirkadian szabalyozas hatasa a fényvalasz mértékére

A fény és cirkadidn kettds szabalyozas alatt allo gének esetében ismert, hogy a
fényvalasz mértéke fligg a cirkadian oszcillacio fazisatdl. Annak megallapitasa céljabol, hogy
a cirkadian regulaci6 a CPD gén esetében is befolyasolja-e a fényindukcidé mértékét, LD
kondicionalast kovetéen DD koriilmények kozt tartott CPD:LUC csirandvényeken
meghatdroztuk a 24 oras ciklus kiilonb6zd fazisaiban adott kétoras fénypulzusokkal kivaltott
expresszids valaszok nagysagat. A kisérletben, melynek soran négy parhuzamosan nevelt
minta koziil mindig csak egy-egy kapott fénykezelést a folyamatos sotét szakasz kezdetétdl
szamitott 12., 18., 24. és 30. 6ratol (azaz a ZT 24, 30, 36 ¢és 42 h idépontoktol), a fényvalasz
eréssége az egyes idopontokban 1ényegesen kiilonb6zo volt (9. abra). A CPD fényindukcioja -
a cirkadian kifejezddési profilnak megfelelden - a relativ nappal iddszakaban kisebb, mig a
relativ ¢jszaka sordn nagyobb mértékli volt. Az endogén napi ritmus a fényvalaszt kovetd
génkifejezodést is Iényegesen befolyasolta (9. dbra). Mindez azt mutatja, hogy a cirkadidn
szabalyozasnak a valaszreakcid mértékét meghatarozd, un. "gating" hatasa van a CPD

fényindukalhatdséagara.

5.3. A fényszabalyozasért felel6s regulacios mechanizmus azonositasa

5.3.1. A fényhatas hullamhosszfiiggése

Mivel tgy talaltuk, hogy a fénynek fontos szerepe van a CPD expresszio
szabalyozasaban, meg kivantuk hatdrozni, hogy a ndvényi fotoreceptorok, ill. a hozzajuk
kapcsolodo jelatviteli utak koziil melyek vesznek részt a fényindukcio kialakulasaban.
Eziranyl vizsgélataink sordn elsé kozelitésben arra voltunk kivancsiak, hogy a lathato fény
spektruméanak mely tartomanyai alkalmasak a fényvalasz 1étrehozasara.

Kisérletiinkben CPD:LUC csiranovényeket egyhetes korig ndvesztettiink LD
koriilmények kozott, majd a nyolcadik sotét periodus végeétdl kezdddden egy-egy mintat
vOros/sotét, kék/sotét, ill. valtozatlan LD ciklusokban neveltiink tovabb. A vords és kék

megvilagitast a fitokrom, ill. kriptokrém fotoreceptorok specifikus aktivalasara alkalmas
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9. abra: A CPD fény altali indukalhatosaganak fliggése a cirkadian ciklus fazisatol

Egyhetes, LD fotoperiddusokkal kondicionalt CPD:LUC transzgenikus csirandvények
lumineszcenciajanak valtozasai DD koriilmények kozott, kiilonb6zé napszakokban adott
kétoras fénykezelés hatdsdra. A nulla idOpont a mérést megeldzd utolsd, nyolcadik
fényszakasz kezdetének felel meg. Az idétengely fehér és fekete szakaszai a fény, ill. sotét,
mig a sziirkék a sotét kezelés soran a relativ nappaloknak megfeleld iddszakokat jelolik. A
négy minta mindegyike egyetlen, kétoérds megvilagitast kapott az als6 nyilakkal jelzett
id6pontokban (24, 30, 36, ill. 42 h). A sziirke profil a 12. 6ratdl folyamatos DD viszonyok
kozt tartott kontroll expresszidjat mutatja. A fels nyilak a megvildgitasokat kovetden mért
aktivitasi értékeket jelolik.

monokromatikus fényforrasokkal biztositottuk, a LD kezelésével megegyezd 12 oOrés
fotoperiddusokat alkalmazva. A CCD kameraval végzett mérések adatai azt mutattak, hogy
voros/sotét ciklusokban a CPD expresszios profilja a LD gorbével egyiitt haladt (10. abra),
ami azt mutatja, hogy a vords fény onmagaban elegendd a fényszabalyozas fenntartasahoz.
Kék/sotét ciklusok mellett viszont a kifejezddési szint, €s ezzel egyiitt a fényvalaszok erdteljes
csokkenését tapasztaltuk (10. abra). A kék/sotét ciklusok soran észlelt, a DD

kortilményekéhez hasonldan lecsengd kifejezddés a kék hullamhossz tartomanynak a CPD

fényszabalyozasaban betoltott alarendelt szerepére utal.
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10. abra: A CPD diurnalis kifejezodésének fliggése a fényperiodusok soran kapott
megvilagitas hullamhosszatol

Egyhetes, LD fotoperiddusokkal kondicionalt CPD:LUC transzgenikus csirandvények
lumineszcencidjanak valtozdsai ugyanolyan peridodushosszii vords/sotét, ill. kék/sotét
viszonyok kozott. A nulla idépont a mérést megelézo utolsd (nyolcadik) kozds fehér
fényszakasz kezdetének felel meg. Az iddétengelyen a fehér és fekete szakaszok a
megvilagitott, ill. sotét iddszakokat mutatjdk. A monokromatikus voros, ill. kék
fényforrasokkal kezelt mintdk lumineszcencia értékeit vords és kék haromszogek, mig a
kontroll LD ndvényekét fekete pontok jelolik.

5.3.2. A fitokrom rendszer szerepe

Annak alapjan, hogy a vords fény elegendd a CPD diurnalis expresszios profiljanak a
fenntartasahoz, arra kovetkeztettiink, hogy a fényvalasz kialakitdsdban a fitokroémoknak,
illetve a roluk kiindul6 szignal utaknak meghatarozo jelentésége van. E feltevés ellendrzése
végett a CPD:LUC transzgén kifejezddési profiljat fitokrom A- és B-hianyos kettés mutans
hattérben is megvizsgaltuk. Mivel ebbdl a mutansbol az Arabidopsis otféle fitokrom
fotoreceptora koziil a két legabundansabb forma hianyzik, arra szamitottunk, hogy fitokrom-
medialt fényvalasz esetén ennek hatasa jol felismerhetd expresszids kiilonbséget eredményez.

A vad, ill. phyAphyB hatterii CPD:LUC transzgenikus csiranovényekben a
lumineszcencia napszakos valtozasait parhuzamosan mértik LD koriilmények kozott.
Eredményeink azt mutattak, hogy a fitokrém-deficiens novényekben a CPD expresszid szintje

a vad tipusénal joval alacsonyabb volt (11. abra), és a mutans hattérben létrehozott
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valamennyi fliggetlen transzforméns vonalban annak 10-25%-a kdzott mozgott (1. kiegészitd
abra). Emellett 1ényegesen eltérd volt a napi kifejezddési gorbe lefutasa is, amennyiben a fény
¢és sotét szakaszok hataranal az aktivitasi szintek valtozasa igen kismértéki volt. A fitokrom-
hidnyos novényekben a CPD aktivitasa a sotét periodusok kézepén mutatott maximumot,
hasonléan a vad tipust hattérben kapott, maximumait a szubjektiv sotét iddszakokban elérd
cirkadidn kifejez6dési profilhoz. Mindebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a fitokromoknak (és
ezeken beliil is valosziniileg a zold ndvényekben legfontosabb fitokrom B-nek) meghatarozo
hatdsa van a CPD gén transzkripcidjanak szabdlyozasara. Ez egyrészt az expresszid
alapszintjének beallitdsdban, masrészt a fényviszonyok valtozasara adott valasz kialakitasaban

nyilvanul meg.

11. dbra: A CPD gén diurnalis expressziodja fitokrom-hidnyos hattérben

A CPD:LUC transzgén kifejezodése egyhetes vad (WT), ill. fitokrom-hianyos (phyAphyB)
hatter(i transzgenikus csirandvényekben LD viszonyok mellett. A nulla idépont a nyolcadik
fényszakasz kezdetének felel meg. Az id6tengelyen a fehér és fekete szakaszok a fény, ill.
sOtét idészakokat jelolik. A: a mért lumineszcencia abszolut értékei, B: ugyanezen mérési
eredményeknek az expresszids adatok atlagara normalizalt értékeinek dbrazolasa.

42



5.4. A hormonalis végtermékgatlas hatiasa a CPD napszakos szabalyozasara

Csoportunk korabbi munkéja nyoman ismert volt, hogy a CPD gén kifejez6dését a
BR bioszintézis végtermékeként keletkezd BL a transzkripcid szintjén gatolja. Ennek alapjan
varhat6 volt, hogy amennyiben a CPD kifejezddés mértéke kihat a hormon szintézisére és
felhalmozodasara, ennek kovetkezményeként az expresszids valtozasokra visszahat a
végtermékgatlasos szabalyozas. Ezért tisztazni akartuk a BR-ok esetleges hatasat a CPD napi
kifejezddésére, kiillonds tekintettel arra a lehetségre, hogy a diurnalis valtozasok esetleg nem
kozvetlen szabalyozas révén, hanem a fény és cirkadian faktorok altal eldidézett napszakos
BR szint kiilonbségek kovetkeztében jonnek létre.

Mivel a végtermékgatlasos szabalyozas kialakuldsahoz a BRI1 BR receptor
szlikséges, e regulacios rendszer hianyanak hatésa jol tanulmanyozhato6 a bril-101 nullmutans
felhasznalasaval. Igy az erre a célra létrehozott bril hattert CPD:LUC transzgenikus vonal
csirandvényein meghataroztuk a napszakos lumineszcencia szint valtozasokat LD, LL, ill. DD
nevelési viszonyok mellett (12. abra). A bril ndvények BR-inszenzitivitasabol addddan
ezekben a végtermékgatlas egyaltalan nem érvényesiil, ezért bennikk a fényviszonyoktol
fiiggetlentil a vad tipust kontrolléhoz viszonyitva nagyjabol kétszeres kifejez0dési szintet
észleltiink.

A vad tipust, ill. bril hattérben mért LD expresszios gorbék - az abszolut aktivitasi
értékek kiilonbsége ellenére - igen hasonloak voltak, ugyanakkor lefutasukban bizonyos
kiilonbségeket is latni lehetett (12. dbra A). A BR-inszenzitiv novényekben a fényviszonyok
valtozasara adott valaszok kialakulasa valamivel hosszabb id6t vett igénybe, és a fény szakasz
kezdetének expresszids maximuma hatarozottan kisebb volt a s6tét periddus kezdete eldttinél.
Mindezekbdl az latszik, hogy bar a CPD gén diurnalis reguldcidja alapvetden fiiggetlen a
bioaktiv BR formék révén megvaldsuld végtermékgatlasos szabalyozastol, &m ez utdbbi
mégis befolyasolja a napi expresszids profil kialakulasat. Allando fényviszonyok mellett a
cirkadidn oszcillaciot mutatd LL kifejez6désben nem tapasztaltunk érdemi kiilonbséget (12.
abra B). Figyelemremélto eltérést mutatott ugyanakkor a vad tipusu, ill. bril hattérben kapott
DD expresszios gorbe, amennyiben az utobbi lefutdsa a LL profilhoz hasonld volt, és a vad
hattertiével ellentétben nem mutatta a CPD aktivitas tartds sotét hatasra bekovetkezod
csOkkenését (12. abra C). Ez a meglepd eredmény arra utalt, hogy a génaktivitas sotétben

bekovetkezd represszidjaban a BR szignalnak fontos szerepe van.
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12. dbra: Az endogén BR szint hatdsa a CPD promoter napszakos és cirkadian kifejezédésére
A CPD:LUC transzgén kifejezédése egyhetes vad (WT), ill. BR-inszenzitiv (bril) hatter(
transzgenikus csirandvényekben LD (A), LL (B), valamint DD (C) koriilmények koézott. A
nulla idépont a nyolcadik fényszakasz kezdetének felel meg. Az idétengelyen a fehér é€s
fekete szakaszok a fény, ill. s6tét idészakokat jeldlik.
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5.5. Az endogén BR tartalom napszakos valtozasa

A CPD ¢s CYP85A2 gének expressziojanak diurnalis valtozasai alapjan
feltételezhetd volt, hogy ezek hatasaként a novények aktiv BR tartalma is napszakos
ingadozast mutathat. Ennek tisztdzéasa céljabol GC-MS analizis segitségével meghataroztuk az
egyhetes csirangvények endogén BR-ok mennyiségének alakuldsat egy 24 oras LD ciklus
soran, a fény szakasz kezdete eldtt, annak kozepén, a sotét szakasz kezdete eldtt, ill. annak
kozepén (0, 6, 12, ill. 18 h) vett mintdkban (II. tablazat). Ezen vizsgélatok soran az un. korai
C-6 oxidacios 1t intremediereit (kataszteron, teaszteron, 3-dehidroteaszteron és tifaszterol)
alacsony (<10 ng/kg) szintjiik miatt nem lehetett detektalni. A késéi C-6 oxidéacios ut
intremedierei jol kimutathatok voltak, ugyanakkor mennyiségiikben érdemi eltérések nem
voltak észlelhetdk a LD ciklus soran.

Kissé meglepd eredmény volt szamunkra a biologiailag legaktivabb BR forma, a BL
jelentés felhalmozddasa a fény szakasz kozepén (II. tablazat). Ez azért is figyelemremélto,
mert irodalmi adatok (Fujioka és mtsai, 1996 ¢és 1998) szerint az Arabidopsis vegetativ
szerveiben a BL mennyisége rendkiviil alacsony, és méréseink masik harom idépontjaban is a
kimutathat6sagi szint alatt maradt. A BR anyagcsere reakcidinak Osszehangoltsagara utal,
hogy az észlelt BL felhalmozddas soran a BR intermedierek, koztik a kis mennyiségben
eléforduld kozvetlen prekurzor kasztaszteron mennyisége gyakorlatilag valtozatlan maradt. A
BR tartalom GC-MS analiziseinek adatai azt mutattak, hogy a BL mennyisége is napszakosan
valtozik, hirtelen és erds novekedéssel a fény periddus kozepén. Ez a bioaktiv BR-0k
szintjének kozel 200%-0s tranziens emelkedéséhez vezet. Bar eredményeink nem bizonyitjak
a CPD ¢és CYP85A2 gének expresszidjanak, ill. a BL felhalmozodasénak napi valtozasai kozti
kapcsolatot, és ez utobbiban a lebontd folyamatok génjeinek fény altali represszidja is
szerepet jatszhat, mindenképp emlitésre érdemes, hogy a BL szint a CPD és CYP85A2 erds

reggeli fényindukcidjat kovetden mutat emelkedést.

5.6. Tartos sotét kezelés hatasa a BR tartalomra

A csirandvények sotétben tapasztalhatdé megnyulasa alapjan logikusnak tiint az a
feltételezés (Ma ¢s mtsai, 2001), hogy a ndvények aktiv BR tartalma a s6tét idészakok sordn
megnd. Erre utaltak azok az eredményeink is, hogy DD koriilmények kozt a CPD expresszio
a BR végtermékgatlas révén represszalodik (12. abra C). Ezzel szemben a BR-bioszintetikus

CPD ¢s CYP85A2 gének egyértelmiien fényindukaltnak bizonyultak, és LD viszonyok kozt az
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endogén hormontartalom nem a sotét, hanem a fény iddszakok soran mutatott emelkedést.
Ennek az ellentmondasnak a feloldasdhoz fontosnak tlint annak tisztdzasa, hogy miként alakul

a BR tartalom DD kezelés hatasara.

Il. tablazat: Az endogén BR tartalom napszakos valtozasa egyhetes csiranévényekben

Az egyes id6pontoknak megfeleld BR adatok harom fliggetlen analizisbdl szarmaznak, melyeket 95
g,83 g, 80gq,ill. 98 g (els6 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 tdmeg)

BR a fényszakasz kezdetétél mért id6 (h)

0 6 12 18
brasszinolid ND2 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 7
80 70 111 79
6-dezoxokataszteron 1394 1689 1638 1346
2124 1819 1661 1756
2779 1856 1554 1590

a nem detektalhato

Korabbi eredményeink azt mutattdk, hogy kétnapos DD kezelést kovetéen a CPD
expresszio szintje az eredetinek mintegy 20%-ara csokken. Ezért a hormonszint vizsgalatakor

egyhetes, LD fotoperiodusok mellett novesztett csirandvény mintak egyikét a 8. fény szakasz
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veégétol 48 orara folyamatos sotétbe helyeztiik, mig ezek kontrolljat ugyanennyi ideig LD
kortilmények kozt neveltik tovabb. Ezt kovetden GC-MS analizissel hataroztuk meg a
novényekben az endogén BR-ok mennyiségét. E vizsgalat eredményei szerint az egyediili
kimutathat6 bioaktiv BR, a kasztaszteron szintje a tartds sotét szakasz sordn érdemben nem
valtozott, és a tobbi intermedier mennyisége is 1ényegében valtozatlan maradt (III. tablazat).
Ez azt mutatja, hogy a 48 6ras DD kezelés nem eredményez aktiv BR felhalmozodast, mialtal
a CPD sotétben kialakulo végtermékgatlasa sem lehet a megemelkedett hormonszint

kovetkezménye.

Ill. Tablazat: Tartds s6tét kezelés hatasa az endogén BR-ok szintjére

Az egyes id6pontoknak megfelel6 BR adatok harom fliggetlen analizisbdl 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 ndvénybél kiindulva végeztek.

BR tartalom (ng kg friss tdmeg)

BR 48 h DD LD kontroll
brasszinolid ND2 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

a nem detektalhat6
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5.1. A BZR1 transzkripcios faktor szerepe a visszacsatolasos szabalyozasban

Megfigyelésiink, miszerint a CPD kifejezddés sotétbeni  végtermékgatlasos
represszioja nem jar egylitt az endogén hormonszint megnovekedésével azt sugallta, hogy a
fény valamilyen modon a ndvények hormonérzékenységét is befolydsolni tudja. E lehetdség
ellendrzése végett megvizsgaltuk, hogy DD koriilmények kozt az expresszid csokkenése
valoban a BZR1 transzkripcios faktor altal medialt hormonalis BR reguldcionak készonheto-
e. Kisérleteinkhez olyan riporter konstrukciot allitottunk eld, amelyben a CPD promoter
BZR1 kotédése (He és mitsai, 2005). Az igy kapott mCPD:LUC fazidval, amely az ATG
transzlacios starthelyhez viszonyitott -80-as helyzetli G>A tranziciotol eltekintve megegyezett
a CPD:LUC konstrukcidval, transzgenikus novényeket hoztunk 1étre. Ezekben LUC probaval
végzett blot hibridizacoval a CPD:LUC kontrolléndl 1ényegesen magasabb, kozel tizszeres
mRNS szintet tudtunk kimutatni, és a kifejez6dés mértéke - a kontrollal ellentétben - kiilsd

BL kezeléssel nem volt befolyasolhato (13. dbra).

13. dbra: A CPD:LUC és mCPD:LUC transzkriptumok szintjének BR altali szabalyozasa
A CPD:LUC ¢és mCPD:LUC transzgénekrdl atirddd transzkriptumok relativ mennyiségei
nyolcnapos, két oran at 100 nM BL-dal kezelt (+BL), ill. kezeletlen (-BL) csiranovényekben.

crcr

késziilt. Az als6 kép kontrollként a Nytran filteren megkotott, etidium-bromiddal festett
riboszomalis RNS-ek UV fluoreszcenciajat mutatja.
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14. abra: Tartos sotét kezelés hatasa a CPD és mCPD prométerek aktivitasara

Egyhetes, LD fotoperiodusokkal kondicionalt CPD:LUC és mCPD:LUC transzgenikus
csirandvények lumineszcenciajanak valtozasai LD > DD atmenet soran. A nulla idépont a
hetedik fényszakasz kezdetének felel meg. Az idStengelyen a fehér és fekete szakaszok a
fény, ill. sotét idoszakokat jelolik. A: a mért lumineszcencia abszolut értékei, B: ugyanezen
mérési eredmények normalizalt értékeinek abrazolasa.

Miutan igazoltuk, hogy az mCPD:LUC fuziés gén esetében nem érvényesiil a
transzkripcid végtermékgatlas altali szabalyozasa, CCD kameras méréssel meghataroztuk az
expresszio szintjének alakulasat DD koriilmények kozott. A transzgenikus csirandvények
lumineszcencia adatai megerdsitették, hogy az mCPD:LUC konstrukcié a kontroll CPD:LUC-
nal erésebb kifejez0dést mutat (14. abra A), bar a kiilonbség a blot hibridizacioval
kimutatottnal kisebb mértékii volt. Ezen tul ugyanakkor a DD expresszi6 vizsgalata azt is
megmutatta, hogy tartés sotétben a mutans promoter aktivitdsa a vad tipustiénal kevésbé
gatlodik, és gorbéjén - a vad tipusuéval ellentétben - a cirkadian oszcillacié még a harmadik
napon is jol felismerhetd (14. abra A és B). Ez a kifejezddési mintazat igen hasonl6 ahhoz a

DD mintazathoz, amit a CPD:LUC novények esetében kaptunk BR-inszenzitiv hattérben (12.
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abra A). Ez egyrészt megerdsitette, hogy a BRRE elemet érinté pontmutacio kovetkeztében az
mCPD promoter elvesztette a BR-ok altali szabalyozhatdsagat, masrészt igazolta azt a
feltevésiinket, hogy a CPD gén aktivitasdnak sotétbeni gatlasa elsddlegesen a hormonalis
hatas kovetkezménye. Mivel a represszio sotétben valtozatlan aktiv BR szint mellett alakul ki,
adataink arra utalnak, hogy a csiranévényekben a tartds sotét a BR-érzékenység fokozddasat

idézi eld.
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6. MEGVITATAS

6.1. A CPD gén osszetett transzkripcios szabalyozasa

A BR-ok a szintézisiik helyéhez kozel hatnak, ezért a bioszintézis lehetséges
sebesség-meghatarozo reakcioit katalizaldé enzimek génjeinek fokozott expresszidja idoben,
ill. helyileg altaldban egybeesik a BR-indukalt ¢élettani folyamatokkal (Bancos és mtsai, 2002;
Castle és mtsai, 2005; Nomura ¢és mtsai, 2005; Symons és mtsai, 2006). Mindezek alapjan
feltételezhetd, hogy az Arabidopsis esetében a 6-dezoxo intermedierek mennyiségét
meghataroz6 CPD/CYP90A1, és a bioaktiv kasztaszteront és BL-ot létrehoz6 CYP85A2
génjeinek szabalyozéasa egyuttal a hormontermelés hatékonysagat is megszabhatja. Mindezen
szempontok mellett a CPD gén azért is megfelelonek tiint a génexpresszios vizsgalatok
szamdara, mert a tobbi BR-bioszintetikus génénél magasabb szintii kifejezddése kisérletileg
megbizhatobban kovethetd.

A jorészt Arabidopsison végzett eddigi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a BR
bioszintetikus gének kifejezoddése elsédlegesen a transzkripcid szintjén kontrollalt, és
valamennyi CYP85 és CYP90 gén esetében egyiitt mutathato ki a fejlodési stadiumtol fiiggd, a
szervspecifikus, valamint a végtermékgatlasos szabalyozas (Bancos és mtsai, 2002). Munkéank
BR bioszintézis génjeinek ez a komplex transzkripcids szabalyozottsaga arra utal, hogy

kifejezddeési szintjiik a hormon felhalmozodasat, és ezaltal élettani hatasat is befolyasolhatja.

6.1.1. A diurnalis regulicio sajatossagai

A CPD és CYP85A2 gének aktivitasanak in vivo vizsgalatahoz ezek promotereivel
fazionalt luciferaz riporter konstrukcidkat hoztunk létre. A szentjdnosbogar luciferdz révid
féléletideje révén idedlis riporternek bizonyult a transzkripcid idébeni valtozasainak pontos
nyomonkovetésére (Millar és mtsai, 1992). Annak igazoldsara, hogy a riporter fiziot hordozé
transzgenikus novényekben az aktualis luciferdz aktivitas hiien tiikrdzi a transzkripcid szintjét,
a CPD:LUC novények Ilumineszcencidgjanak CCD kameras mérésével parhuzamosan
megvizsgaltuk ezekben az endogén CPD-rdl atir6dd6 mRNS szintjének alakuldsat is RT-PCR

analizissel. Kisérleteinkben a transzkriptum szint és a luciferaz aktivitas napszakos valtozésai
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Osszhangban voltak, jelezve hogy a riporter konstrukciok segitségével megbizhatd képet
kaphatunk a vizsgalt promoterek aktivitasarol.

LD ciklusok soran a CPD ¢és CYP85A2 gének bifazisos expresszidt mutatnak,
melynek csucsai a fény szakasz kezdetét kovetden, valamint a sotét szakasz kezdete elott
figyelhetok meg. Ennek megfeleléen a CPD esetében igazolni lehetett a kifejezddés
fényindukaltsagat, amire mar korabbi, az Arabidopsis napszakosan regulalt génjeinek
azonositasa céljabol végzett fény/sotét microarray hibridizacios adatok is utaltak (Schaeffer és
mtsai, 2001, kiegészité adatok: genome-www.stanford.edu/microarray).

A luciferaz altal 1étrehozott biolumineszcencia egy ATP-igényes enzimreakcio
kovetkezménye, ezért ezt befolyasolja a sejtek energizaltsagi allapota, ami fotoszintetizalod
novények esetében a fényviszonyoktol fligg. Ismert, hogy sotét szakaszt kovetden a fény
bekapcsolasakor a karfiol mozaik virus (CaMV) nem fényszabdlyozott 35S promotere altal
vezérelt luciferaz aktivitasa is enyhe emelkedést mutat (Millar és mtsai, 1992). Ez a hatas
hozzéjarulhat a CPD:LUC fényindukciojat kisérd aktivitas novekedéshez, bar mértéke annal
nagysagrendileg kisebb. Szerepe lehet viszont - a fitokrom A-val egyiitt - az expresszio
kismértékli novekedésében a kék/sotét ciklusok soran a fény szakaszok kezdetét kdvetden (10.
abra).

Valtozatlan  fényviszonyok mellett a LD  kondicionalt transzgenikus
csirandvényekben a CPD expresszio cirkadidn oszcillaciot mutat. A LL koriilmények kézott
tobb napon at fennmarad6 ciklusok maximumai a s6tét, mig minimumai a vilagos periddusok
kozepére esnek. A CPD cirkadian amplitidoja hasonldo az Arabidopsis mas, cirkadian
szabalyozott génjeinek esetében tapasztaltakhoz (Harmer és mtsai, 2000). Az endogén ritmus
altal meghatarozott oszcillacié jol felismerheté a CPD gén LD kifejezddési profiljan, azt
mutatva, hogy a napszakos valtozasok soran a fényindukcids hatds egy alap cirkadidn
regulaciora tevodik ra.

Emlitésre érdemes, hogy a CPD és CYP85A2 promoéter egyarant tartalmaz egy
AAAATCT szekvencia motivumot, amely a cirkadian szabalyozdsban mind pozitiv, mind
negativ reguldcios komplexek kialakitasara képes (Harmer és Kay, 2005), és a fitokrémok
altali fényszabalyozasban is szerepet jatszé (Green és Tobin, 1999) CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1 (CCA1) transzkripcios faktor kotdhelye. Tisztazasra vard kérdés, hogy ez a

szabalyozd elem részt vesz-e, €s ha igen, akkor milyen médon a BR bioszintézis génjeinek

crer
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6.1.2. A CPD és CYP85A2 gének hasonlé napszakos kifejezédése

A CYP85A2 gén a CPD-hez hasonloan a hajtascstics kozelében fejezddik ki, de
nagysagrendileg alacsonyabb szinten (sajat adataink, ill. Genevestigator adatbank:
www.genvestigator.ethz.ch), ami megneheziti kifejez0désének nyomonkdvetését. A
CYP85A2:LUC riporter konstrukciéval végzett lumineszcencia mérések eredményeként a
CPD LD expresszios profiljahoz igen hasonld gorbét kaptunk. Lényeges eltérésnek tekinthetd
ugyanakkor a CYP85A2 expresszid joval nagyobb mértékii napi ingadozasa, ami az aktiv BR
formak létrehozasaért felelds gén szigorubb napszakos szabalyozottsagara utal. A CYP85A2
¢s a CPD fejlodési stadiumtol fiiggd és szervspecifikus kifejezddése is jorészt megegyezik, és
aktivitadsuk a BR végtermékgatlas altal is meghatarozott. Mindezek arra utalnak, hogy a BR
bioszintézis kulcsenzimeinek génjei finoman Osszehangolt transzkripcios szabdlyozés alatt

allnak.

6.2. A fény hatasa a BR anyagcserére

6.2.1. A BR bioszintézis génjeinek fényszabalyozasa

Vizsgélataink kimutattak, hogy a fény serkenti a CPD expresszidjat, és azt is, hogy a
fényindukci6 erdssége a cirkadian ciklus fazisatol fligg. Ez a jelenség a kettds, fény- és
cirkadian-szabalyozott gének korében altalanosnak tekintheté (McClung, 2001).

A fényvalasz hulldmhossz-fliggésének tisztazasara iranyulo6 vizsgalataink kimutattak,
hogy a vords fény elegendd a CPD diurndlis kifejez0dési mintdzatanak fenntartdsdhoz. Ezzel
szemben a kék fény hatastalannak bizonyult: kék/sotét ciklusok mellett az expresszid szintje
erdsen lecsokkent, idébeni lefutasta pedig a DD kortilmények kozott mérhetéhdz hasonlo volt.
Ez a fitokrémoknak a fényszabalyozdsban betoltott szerepére utal, amit megerdsit, hogy
fitokrém A- és B-hidnyos kettds mutans hattérben ugyancsak igen alacsony szintii CPD
kifejezddést tapasztaltunk, és ennek diurnalis profiljan els6dlegesen a cirkadidn regulacid
érvényesiilése latszott. Bar a kék/sotét ciklusok soran is megfigyelhetd volt a transzgén
aktivitas gyenge emelkedése a fény szakaszok kezdetén, ez a hatas valdsziniileg a fitokrom A
sz¢élesebb elnyelési spektrumanak, és/vagy a kordbban mar emlitett fény altali aspecifikus
luciferaz aktivitas ndvekedésnek tulajdonithato. Zold Arabidopsis névényekben a fitokrom B
a legabundansabb vords fotoreceptor, mig a fitokrom A szintje igen alacsony (Sharrock és

Clack, 2002). igy a CPD expressziojanak a phyAphyB mutans hattérben észlelt erdteljes
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csokkenése arra enged kovetkeztetni, hogy a fényindukcios hatas elsddlegesen a fitokrom B-n
keresztiil valosul meg.

A gibberellin bioszintézisben résztvevo fényszabalyozott gének tanulméanyozéasa
soran ismertt¢ valt, hogy ezek miikddését részben széles hulldmhossz tartomany altal
aktivalhatd, részben pedig hulldmhossz-specifikus folyamatok iranyitjak. Eddig
Arabidopsisban, salataban, és borsoban valtak ismertté olyan gibberellin 33-hidroxilaz és 20-
oxidaz izoformakat kodold gének, amelyek kifejezddése kizardlagosan, vagy részben a
fitokrom fotoreceptorokon keresztiil szabalyozott (Toyomasu és mtsai, 1998; Yamaguchi és

mtsai, 1998; Ait-Ali és mtsai, 1999; Jackson és mtsai, 2000).

6.2.2. A BR inaktivacio génjeinek regulacioja

Mig a BR bioszintézis génjeinek fényszabalyozasarol korabbi adatok nem éalltak
rendelkezésre, az aktiv BR formak inaktivacidjaban szerepet jatszo Arabidopsis CYP734A1 és
CYP72C1 fényfliggd kifejezOdését részletesen tanulmanyoztdk. Szemben a bioszintetikus
gének fényindukalt kifejezddésével, ezen gének expresszidja fényrepresszaltnak bizonyult
(Turk ¢és mtsai, 2003; Takahasi és mtsai, 2005). Az ellentétes szerepi gének ellentétes
szabalyozottsaga arra utal, hogy a ndvényekben a BR anyagcsere folyamatainak
Osszehangoldsaban a fénynek fontos szerepe van. A bioszintetikus enzimek fokozott, mig az
inaktivacios enzimek csokkent termelddése a fény szakaszok soran jo Osszhangban van a
bioaktiv BL altalunk megfigyelt jelentds felhalmozodasaval a napi megvilagitasi 1ddszak

kozepén.

6.2.3. A fényviszonyok hatisa az endogén BR tartalomra

A BR bioszintézis kulcsenzimeit kodolo gének aktivitasa kihathat az adott enzimek
mennyiségének alakuldsara, €s ezaltal a bioszintézis hatékonysagara, ami végiil az aktiv BR
formak mennyiségének megvaltozasat eredményezheti. Bar vizsgalataink eredményei nem
elégségesek ilyen kozvetlen kapcsolat kimutatasara, mindenképp figyelemre mélto, hogy a
CPD ¢és CYP85A2 expresszid, valamint az endogén BL tartalom egyarant napszakosan
valtozik. Ezen tilmenoden, a BL felhalmozodasa kozvetleniil koveti a szintéziséért felelos
CYP85A2 génjének a fény szakasz elején megfigyelhetd mintegy 6tszords indukcidjat.

Annak ellenére, hogy a BR-oknak fontos szabalyozé szerepe van a fotomorfogenikus

folyamatokban, a BR szint és a fényviszonyok kapcsolatardl igen keveset tudtak.
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Arabidopsison végzett GC-MS analizisek soran a sotétben neveltekénél magasabb
hormonszintet mutattak ki fényben nevelt mintak esetében, bar a méréshez hasznalt ndvények
nem voltak azonos kortiak (Choe ¢s mtsai, 2001). Meggy6zobb eredményeket kaptak
borsoban a fény és a BR tartalom kozti Osszefliggés vizsgalatakor. Ennek sordan a fényben
nevelt csirandvényekben a sotétben nottekéhez viszonyitva 14-szer magasabb BL, ill.
négyszer magasabb kasztaszteron szintet mutattak ki (Symons és mtsai, 2002). Borsdban a
sotét/fény, ill. fény/sotét atmeneteket kovetden nem észleltek jelentds valtozéast a

kasztaszteron és prekurzorainak mennyiségében (Symons €s Reid, 2003).

6.2.4. A fitohormonok napszakos szabalyozé szerepe

A ndvényeknek a kornyezet napszakos valtozésaira adott Osszehangolt
valaszreakcioiban fontos szerep jut a fitohormonok altal regulalt folyamatoknak. Tobb
hormoncsalad esetében ismert, hogy szintézisiik, ill. hatdsuk napszakosan valtozik, és ezen
valtozasokban a cirkadidn és fény altali szabalyozas egyarant érvényesiil.

A cirkadian regulacio sziikséges a ndvények zavartalan morfogenezisének
biztositasahoz. Az Arabidopsis csiranévények hipokotil megnyulasa cirkadian ciklikussagot
mutat (Dowson-Day és Millar, 1999), microarray hibridizacios vizsgalatok soran tobb, a
sejtmegnyulashoz sziikséges gén esetében tapasztaltak cirkadian kifejezédést (Harmer és
mtsai, 2000). A cirkadidn 6ra elemeit érinté mutiaciok minden esetben valamilyen hatassal
vannak a hipokotil megnytlasara. A tocl-3 mutacid pl. a gibberellin 20-oxidazt kodolé GA5
gén fokozott kifejezédéséhez vezet (Blazquez és mtsai, 2002). Burgonyaban a GA200x2 gén
expresszidjanak, kolesben (Sorghum bicolor) a gibberellinek felhalmozodasanak cirkadian
szabalyozottsagat irtdk le (Carrera és mtsai, 1999; Jackson és mtsai, 2000; Foster ¢s Morgan,
1995). A megnyulast szabalyozé fitohormonok koziil az auxinok és az etilén termelddése is
cirkadian oszcillaciot kovet (Jouve és mtsai, 1999; Thain és mtsai, 2004). Mindezek arra
utalnak, hogy a belsé ritmus altali szabalyozasnak fontos szerep jut a morfogenikus
folyamatok zavartalansdganak biztositasaban.

A fitohormonok szerepe jol ismert szamos fényfiiggd élettani folyamat
szabalyozasaban is. Arabidopsisban és salataban a fény fokozott gibberellin szintézist valt ki a
3B-hidroxilazok aktivalasa révén, ami a csirdzas indukciojahoz vezet (Toyomasu €s mitsai,
1998; Yamaguchi és mtsai, 1998). A gibberellin bioszintézis gatldsa a fotomorfogenezis és a

fényregulalt sejtmagi gének kifejez0désének rendellenességeihez vezet (Alabadi és mtsai,
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2004). Dohany (Nicotiana tabacum) névényekben Osszehangolt gibberellin és etilén hatés
érvényesiil a fitokrom-fliggd arnyékkeriilési reakcio kialakuldsaban (Pierik és mtsai, 2004).

elképzelhetd, hogy kapcsolatban 4allhat pl. a virdgzas indukcidjaval hosszinappalos
koriilmények kozott. A BR-oknak a viragképzddésben jatszott szerepére utal az Arabidopsis
BR hidnymutansainak késén viragzo fenotipusa (Chory és mtsai, 1991; Szekeres és mtsai,
1996), valamint az Arabidopsis és paradicsom esetében is kimutatott fokozott BR termelédés
a bimbd differenciaci6 soran (Montoya ¢és mtsai, 2005). Ezzel kapcsolatban érdemes
megemliteni, hogy a gibberellinek esetében ismert ilyen jellegli hatas, melynek soran
hossziinappalos névényekben a megnyult fény szakaszok altal indukalt gibberellin 20-oxidaz
kifejezddés hormonszint emelkedést és virdgzas indukcidt eredményez (Blazquez és mtsai,

2002; Lee ¢és Zeevaart, 2002).

6.3. A BR bioszintézis végtermékgatlasanak funkcionalis hatasai

A BR-ok ¢s gibberellinek bioszintézise egyarant végtermékgatlas alatt all, és ennek a
bioszintetikus gének transzkripcidjanak szintjén megvaldsulo regulacionak fontos szerepe van
a hormon homeosztazis fenntartdsaban. De mig a gibberellinek esetében ez a visszacsatolasos
szabalyozas csupan az aktiv hormon létrehozasdért felelés enzimek génjeire korldtozddik
(Yamaguchi és Kamiya, 2000), addig a BR szintézisében résztvevd valamennyi CYP85 és
CYP90 génje végtermék-szabalyozott (Bancos és mtsai, 2002; Shimada és mtsai, 2003). Ezek
a gének fiziologias koriilmények kozott allanddan részlegesen represszalt allapotban vannak,
ezért feltételezhetd, hogy a végtermékgatlasos szabalyozas folyamatosan résztvesz a

hormonszint érzékelésében, és kivanatos mértékének fenntartdsdban (Bancos és mtsai, 2002).

6.3.1. A CPD gén diurnalis kifejez6désének hormonalis befolyasoltsaga

A CPD expresszi6 diurndlis valtozésai kapcsan elképzelhetének tiint, hogy a
napszakos ingadozéasért esetleg a napi rendszerességgel valtozd BR szintbdl eredd
végtermékgatlas a felelds. Mivel a visszacsatolasos gatlds a BRI1 BR receptor kozvetitésével
mikodik (Bancos és mtsai, 2002), a BR-inszenzitiv bril mutansban a diurnalis kifejez6dés
fennmaraddsa a szabalyozasdban résztvevd folyamatoknak a hormonszinttél valo
fiiggetlenségét jelzik. Ugyanakkor bril hattérben mind a fényindukcié, mind a sotét

szakaszokra jellemz0 aktivitds csokkenés elnyujtottabban érvényesiilt. Eredményeink azt
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mutatjak, hogy a CPD gén kifejezddésében a diurnalis kifejez0dést meghatarozo fény altali és
cirkadian szabalyozas, ill. a hormonalis regulacié egymastol fiiggetlen, de egymasra raépiild

folyamatok.

6.3.2. A BZRI transzKkripcios faktor szerepe a CPD gén sotét represszidojaban

Bar a CPD LL koriilmények kozti cirkadian kifejez0dését a BR-inszenzitiv hattér
érdemben nem befolyasolta, meglepé mddon a bril névényekben DD viszonyok kozott nem
tapasztaltuk a vad tipust hattérben kapott gyors expresszids szint csokkenést. Ez arra utal,
hogy a CPD sotétbeni gatlasa BR-fiiggd folyamat, amely a végtermékgatlast is kozvetitd
szabalyozas altal érvényesiil. Ezt megerdsitik azok az eredményeink, amelyek szerint a s6tét
represszid kialakuldsdhoz a BZR1 transzkripcids faktor kotdhelyéiil szolgdldo BRRE promoter
elem épsége sziikséges. Ennek alapjan megallapithat6, hogy a BR jelatviteli lanc sériilése -
akar a receptor, akar a transzkripcids szabalyozas szintjén - DD kortilmények kozott is a CPD

cirkadian kifejezddésének fennmaradasat eredményezi.

6.4. A fény hatasa a novények BR-érzékenységére

A hormonhatas szerepe a CPD sotét gatlasdban arra utalt, hogy DD viszonyok kozott
a bioaktiv BR-ok szintje megemelkedik. Ugy tiint, hogy ez Osszhangban van azzal a
feltételezeéssel is, hogy az etiolaciot kiséré megnyulas részben a sotétbeni BR felhalmozdodas
kovetkezménye. Ennek ellendrzése céljabol megvizsgaltuk a csirandvények BR tartalmat 48
oras sotét kezelést kovetden, amikorra mar a CPD kifejezddése a LD ciklusok szintjének kb.
20%-ara esik vissza (8. abra B). A GC-MS analizis adatai szerint a BR-ok mennyisége a DD
idoszak alatt érdemben nem valtozott, ezért ez nem okozhatja az CPD aktivitasanak a BR
jelatviteli ut altal szabalyozott represszidjat. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
génkifejezOdést gatlo hatas kialakulasdért a novények BR érzékenységének sotétbeni
megndvekedése lehet felelds. A fény szerepét a BR érzékenység befolyasolasdban masok is
megfigyelték, és eredményeik szintén a sotét kezelés érzékenyité hatdsdra engedtek
kovetkeztetni (Fujioka és mtsai, 1997; Choe és mtsai, 1998; Yang és mtsai, 2005). Hasonl6
jelenséget, azaz a hormonérzékenység sotétbeni fokozodasat, a gibberellin érzékelés kapcsan
is leirtak (Reed és mtsai, 1996).

A hormonérzékenység fény altali befolyasolasa elfogadhat6 magyarazatot adhat arra

az ellentmondasra, hogy mig a BR-0k bioszintézise és felhalmozddasa a fény szakaszok soran
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fokozodik, a hormon kozvetitésével megvaldsuld hipokotil megnyilas sotétben erdteljesebb.
Ugyanakkor eredményeink megkérddjelezik azt az értelmezést, amely az etiolacid soran
bekdvetkezd intenziv megnyulast a BR bioszintézis génjeinek fokozott kifejezddésével

igyekezett kapcsolatba hozni (Kang és mtsai 2001; Ma és mtsai, 2001).

6.5. A BR bioszintézis génjeinek kifejezodése és a hormonhatas kozti kapcsolat

A BR hatas a hormon szint novekedésének a kovetkezménye, és 1étrejottében fontos
szerepe van a bioszintetikus folyamatok helyi aktivalodésanak. A BR szintézis kulcsenzimeit
kodold gének Osszetett transzkripcids szabalyozdsa mindenesetre arra enged kovetkeztetni,
hogy ez a regulaciés szint fontos a hormonhdztartds szempontjdbdl. Amennyiben a
bioszintézis enzimeinek termelddése és mennyisége ardnyos génjeik aktivitdsdval, a BR szint
alakuldsat még a tényleges enzimaktivitast és a reakcidtermékek sorsat meghatarozé szamos
tényezo6 (pl. szubsztratok €s redox partnerek hozzaférhetdsége, ill. a lebontd folyamatok) is
befolyasolja. Tovabbi modositd tényezd a BR-okkal szembeni érzékenység fény altali
befolyasoltsaga, ami sététben erdteljesebb valaszreakciot eredményez. Ennek a megnyulasi
folyamatokban szintén fontos szerepet jatszé gibberellinek esetében is eléforduld érzékenyitd
mechanizmusnak a pontos funkcidja még tisztazasra var. Bar a bioszintetikus gének
expresszidja ¢és a BR-ok mennyisége kozti kapcsolat attételes, a végtermékgatlasos
szabalyozas léte (Mathur és mtsai, 1998), valamint a génaktivitdsok €s a hormonszint
valtozasai kozti 6sszhang (Bancos és mtsai, 2002; Nomura €s mtsai, 2005) a transzkripcios
kontroll meghataroz6 voltara utal a BR szintézis hatékonysaganak és a novények BR

tartalmanak a beallitasaban.
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7. KOVETKEZTETESEK

Munkénk soran a BR bioszintézis kulcsenzimeit kodold gének kifejezddésében
megfigyelheté napszakos valtozasokat, az ezek kialakuldsaban résztvevd kiilsé és endogén
tényezoket, valamint az ezek hatasait kozvetité mechanizmusokat igyekeztiink felderiteni. A
diurnalis szabalyozés bioldgiai jelent0ségének megismerése végett arra is valaszt kerestiink,
hogy a transzkripcid szintjén €szlelhetd valtozasok befolyasolhatjdk-e a BR anyagcserét, ill. a

bioaktiv BR formak felhalmozddasat. Vizsgalatainkkal a kovetkezdket sikeriilt tisztdznunk:

(1) A CPD ¢s CYP85A2 gének kifejezddése hasonld, bifdzisos napszakos ismétlddést
mutat, és a CPD esetében bizonyitottuk, hogy ezt alapvetden egy belsd cirkadian szabalyozas,
¢s az arra épiilé kdzvetlen fényregulacid hatarozza meg.

(2) A CPD fény altali indukcidja elsddlegesen a fitokrom fotoreceptorok kozvetitésével
valosul meg.

(3) A CPD promoter napszakos szabalyozéasa fiiggetlen az aktiv BR-ok altali gatlastol,
de ez utdbbi kis mértékben befolyasolja a diurnalis kifejezodési mintazatot.

4) A csirandvényekben a bioaktiv BR-ok mennyisége jelentésen megnd a fény
szakaszok kozepén, nem sokkal a CPD ¢és CYP85A2 aktivitasok reggeli fényindukcidjat
kovetden.

(5) A CPD expresszi6 tartos sotétben a BR jelatviteli Gt révén represszalodik, és ezért a

hatasért nem a hormonszint megemelkedése, hanem a BR-érzékenység fokozodasa a felelds.
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KIEGESZITO ABRAK

1. kiegészitdé abra: A munkénk sordn felhasznalt riporter fuzidkat hordozd elsddleges
transzgenikus vonalak luciferaz aktivitdsdnak diurnélis mintazata

A CPD:LUC vad tipusu (A) és phyA-201phyB-5 (B) hattérben, valamint mCPD:LUC (C) és
CYP85A2:LUC (D) vad tipusu hattérben. A nulla idépont a nyolcadik fény periddus
kezdetének felel meg. Az idétengelyen a fehér szakaszok a fény, mig a feketék a sotét
idészakokat jelzik. A nyolc-nyolc bemutatott gérbe koziil a vizsgalatainkhoz kivalasztott
novényekét vastagabb, folyamatos vonallal adtuk meg.
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2. kiegészité abra: A CPD:LUC transzgén kifejezddése vad tipusu csirandvényekben

A: négy fiiggetlen, 100-100 egyhetes csiranovénybdl allo minta luciferdz aktivitdsdnak
egyidejlileg mért értékei. B: az A panelen bemutatott mérésekbdl szarmazo adatok atlagai és
szorasi értékei. A nulla idépont a nyolcadik fény peridodus kezdetének felel meg. Az
1détengelyen a fehér szakaszok a fény, mig a feketék a sotét idészakokat jelzik.

70



SAJAT PUBLIKACIOK

A disszertacio anyagabol késziilt publikacio:

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 (megosztott elsé szerzséggel)

A disszertacio témakoréhez tartozo tovabbi publikaciok:

Bishop G, Nomura T, Yokota T, Montoya T, Castle J, Harrison K, Kushiro T, Kamiya Y,
Yamaguchi S, Bancos S, Szatmari A-M, Szekeres M (2006) Dwarfism and P450-mediated C-
6 oxidation of plant steroid hormones. Biochem Soc Trans 34: 1199-1201

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 CYP90DL1 reveals a novel shortcut in brassinosteroid biosynthesis. Plant Cell
18: 3275-3288 (megosztott elsd szerzdséggel)

71



OSSZEFOGLALAS

A Dbrasszinoszteroidoknak (BR-oknak) a novények normalis fejlédésében és
novekedésében betoltott szerepiikhdz sziikséges az optimdlis hormonszint kialakitidsa ¢és
fenntartaisa. Az endogén BR koncentracidé nagymértékben fiigg a de novo
hormonszintézistél, melyet az annak sebességmeghatarozo Iépéseiért felelds enzimek
aktivitdsa szabalyoz. Korabbi vizsgalatainkban megfigyeltiik, hogy a BR bioszintézis
kulcsenzimeit kodol6 CPD/CYP90AL és CYP85A2 kifejezddése napszakos valtakozast mutat.
Mivel ezen gének kifejezddése kdzvetleniil befolyésolja a bioszintézis hatékonysagat és igy az
endogén hormonszintet, munkank céljaul tiztik ki a CPD és a CYP85A2 napszakos
kontrolljdban résztvevd legfontosabb kornyeztei €és endogén tényezOk azonositasat.
Kisérleti eredményeinket az alabbiakban foglalhatjuk 6ssze:

1. A CPD és CYP85A2 gének in vivo kifejez6dését lumineszcencia mérésével kovettiik
nyomon ezen gének promoter-luciferdz riportergén konstrukcidét hordozd transzgénikus
novényekben. Hogy megbizonyosodjunk arrél mennyire megbizhatdéak a luciferaz riporter
rendszerrel kapott adatok, a lumineszcencia mérésekkel parhuzamosan RT-PCR analizissel
meghataroztuk az endogén CPD-rdl atirt mRNS mennyiségének alakulasat is. Eredményeink
azt mutattdk, hogy a transzkriptum mennyiségek a nap folyaméan Osszhangban valtoztak a
mért luciferdz aktivitdsokkal, ami igazolta, hogy a luciferaz riportergén konstrukciokkal
kapott értékek htien tiikrozik a promoter aktivitdsanak napi valtozasait. A CPD promoter
kifejez0désének napi valtozasait fény/sotét (LD) koriilmények kozott vizsgalva a kapott
aktivitasi értékek egy jellegzetes bifazisos gorbét mutattak, melynek maximumai a
fényszakasz kezdetére, ill. annak végével egybeesd idépontokra estek. A CYP85A2 aktivitasat
vizsgadlva LD koriilmények kozott a CPD-éhez hasonld bifazisos gorbét kaptunk.
Megfigyeltiik, hogy a CYP85A2 sokkal alacsonyabb szinten fejezédik ki, mint a CPD. A két
BR bioszintézis gén napi expresszios profiljanak nyilvanvald hasonldsaga arra utal, hogy
kialakulasukban koz0s szabalyozasi mechanizmusok vehetnek részt.

2. A fény szabdlyoz6 szerepének a kideritése végett a CPD:LUC csirandovények
biolumineszcencidjanak idébeni valtozasait megvizsgaltuk konstans fényviszonyok kozott is.
Meéréseink soran folyamatos fényben (LL) a lumineszcencia értékek szabalyos, nagyjabol 24
oras ciklusokat mutatd, cirkadidn oszcillacigjat észleltiik, amely a tobb napon keresztiil
fennmaradt. A cirkadian kifejez6dési gorbe minimumai a relativ nappalok, mig maximumai a

relativ éjszakdk kozepére estek. Ezt a cirkadidn oszcillaciot folyamatos sotétben 1is
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megfigyeltiik, de a CPD expresszids szintjében gyors csokkenés allt be, ami a ciklusok
eltinéséhez vezetett. A LD periddusokban tapasztalt hirtelen megndvekedett aktivitast a fény
periodus kezdetén ¢€s a hirtelen bekdvetkezett aktivitas csokkenést a sotét szakasz béallta utan
a folyamatos koriilmények kozt nem lehetett megfigyelni a fény sotét szakaszok
valtakozésainak a hidnya miatt. Mindezek a fénynek a CPD expresszidjara gyakorolt induktiv
hat4séra utalnak.

3. A CPD gén LD ¢s LL kifejezddési profiljainak dsszehasonlitasakor megfigyeltiik,
hogy a LL gorbén felismerheté a cirkadian oszcillacidé minimuma a fényszakasz kozepén,
valamint annak maximuma is egy hatarozott vall ként a s6tét periodus kdzepén. Ennek alapjan
megallapithatd volt, hogy a CPD napszakos (LD) kifejezddését egy alapszintli cirkadian
oszcillaciod, valamint egy erre raépiild pozitiv fényregulacio egylittesen hatarozza meg.

4. Megallapitottuk, hogy a cirkadian regulécio lényegesen befolyasolja a CPD gén
esetében a fényidukcid mértékét. Eredményeink azt mutattdk, hogy a a cirkadian
szabalyozasnak a valaszreakcid mértékét meghatarozd, un. "gating" hatasa van a CPD
fényindukalhatdséagara.

5. Megéllapitottuk, hogy a CPD fényindukciojahoz a vords fény dnmagédban elegendd.
A fényhatds hullamhosszfiiggését vizsgalva a transzgenikus novényekben a CPD
kifejezodését olyan fény/sotét periodusokban kovettilk nyomon ahol a fehér fényt a fitokrom,
ill.  kriptokrom fotoreceptorok specifikus aktivalasara alkalmas monokromatikus
fényforrasokkal helyettesitettiik. A mérések adatai azt mutattdk, hogy vords/sotét ciklusokban
a CPD expresszios profilja a normalis LD gorbével egyiitt haladt. Eredményeink arra utaltak,
hogy a CPD fényindukcidjaban a fitokrém fotoreceptoroknak van szerepiik.

6. A CPD:LUC transzgén expresszids profiljat vizsgalva fitokrom-hianyos phyAphyB
mutans hattérben LD koriilmények kozott, megfigyeltiik, hogy a fitokrom-deficiens
novényekben a CPD aktivitasa a vadhoz hasonlitva joval alacsonyabb szintet mutatott és a
kapott gorbét a cirkadian oszcillaci6 hatdrozta meg. Mindezek arra utalnak, hogy a CPD
kifejezodésének fényszabalyozasaban a fitokrom fotoreceptoroknak (ezek koziil is a zold
novényekben nagy mennyiségben eléforduld fitokrom B-nek) és a rdluk elinduld jelatviteli
utnak van meghatarozé szerepiik.

7. Megvizsgaltuk az aktiv BR-ok altal kivaltott negativ visszacsatolds hatdsat BR
inszenzitiv hattérben, ahol nem érvényesiil a végtermékgatlas. A BR receptorban hianyos bril
novényekben vizsgilva a CPD:LUC transzgén expresszios profiljat kiilonb6zo
fényviszonyok kozt megfigyeltiik, hogy LD periddusokban a bril hattérben a transzgén

kifejez6dése a vad hattérhez hasonld gorbét eredményez. Ez arra utal, hogy a CPD napszakos
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szabalyozasa alapvetden fliggetlen a hormonhatastol. Folyamatos sotétben a BR inszenzitiv
hattérben a transzgén aktivitdsa a vad tipusuéval ellentétben nem csokken és expresszios
profilja cirkadian oszcillaciot mutat. Ami arra enged kovetkeztetni, hogy a CPD
8. Gazkromatografiaval kapcsolt tomegspektrometrids (GC-MS) analizis segitségével
meghatdroztuk az endogén BR tartalom napszakos valtozdsat A CPD és CYP85A2 gének
expressziojanak diurnalis valtozasai alapjan feltételezhetd volt, hogy ezek hatasaként a
novények aktiv BR tartalma is napszakos ingadozast kovethet. Egy 24 6ras LD ciklus soran, a
nap 4 kiilonboz6 idOpontjaiban vett mintdkban végzett analizisek adatai azt mutattak, hogy az
intermedierek mennyisége érdemben nem valtozik, mig a bioaktiv brasszinolid szintje erds
felhalmozddast mutatott a fény periodus kozepén. Bar eredményeink nem bizonyitjdk a CPD
¢s CYP8B5A2 gének expresszidjanak, ill. a brasszinolid felhalmozddasanak napi valtozasai
kozti kapcsolatot, mindenképp emlitésre érdemes, hogy a brasszinolid szint a CPD ¢és
CYPB85A2 erds reggeli fényindukcidjat kovetden mutat emelkedést.
9. GC-MS analizis segitségével meghataroztuk az endogén BR-0k mennyiségét 48 oras
sOtét kezelésnek Kkitett csirandvényekben. A vizsgalat eredményei alapjan a BR-0k
mennyisége lényegében nem valtozik, €s brasszinolid felhalmozodast sem észleltiink a sotét
kezelés hatasara. Ami arra utal, hogy a CPD sdotétbeni represszidjanak végtermékgatlasos
szabalyozasa nem a megemelkedett hormonszint eredménye.
10. Megallapitottuk, hogy a BZR1 transzkripcios faktornak szerepe van a hormonalis
végtermekgatlas kialakulasdban. Northern blot analizissel igazoltuk, hogy az inaktivalt BZR1
kotohelyet tartalmazé modositott MCPD prométer esetében nem érvényesiil a transzkripciod
veégtermékgatlas altali szabalyozasa. A transzgenikus csirandvények lumineszcencia adatai azt
mutattak, hogy az mCPD:LUC transzgén tartos sotétben a kontroll CPD:LUC-nal erésebb
kifejezddést mutat. Ugyanakkor azt is megallapitottuk, hogy a mutdns promoéter aktivitasa
sOtétben a vad tipusuéhoz képest kevésbé represszalodik, €és gorbéjén - a vad tipusteéval
ellentétben a cirkadian oszcillacio érvényesiil. Ez igazolta azt a feltevésiinket, hogy CPD gén
aktivitasanak sotétbeni represszidja elsddlegesen a hormonalis hatds kovetkezménye. Mivel a
sOtétrepresszid nem a megnovekedett bioaktiv BR szint mellett alakul ki, adataink arra
utalnak, hogy a csirandvényekben a tartos sotét a BR-érzékenység fokozodasat idézi eld.
Eredményeink alapjan a BR bioszintézis sebbességmeghatarozo 1épéseiért felelds
enzimeket kodold gének napszakos kifejezddése a hormontartalomtdl fiiggetlen transzkripcios
szabdlyozas alatt all, amelyet egy alapszintli cirkadidan regulacid6 ¢és az erre épiild

fényszabalyozas egylittesen hatdroz meg. A fényhatas kialakuldsdban a fitokromoknak és a
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roluk elinduld jelrendszernek van meghataroz6 szerepiik. A bioszintézisben kulcs szerepet

betdltd gének kifejezddése befolyasolja az aktiv hormontartalamt.
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SUMMARY

INTRODUCTION

Brassinosteroids (BRs) are polyhydroxylated steroids that are ubiquitous in vascular
pants. In addition to their strong growth promoting effect, BRs also control important
developmental processes, such as photomorphogenesis, germination, fertility, and stress
resistance. Due to their essential regulatory role and widespread occurrence, BRs have been
recognized as an independent family of plant hormones. Like auxins and gibberellins, they
have a major role in growth promotion. But unlike these other hormones, BRs act at, or very
close to, the sites of their synthesis.

By now the the pathways of BR synthesis are well known, and most of the genes
encoding the biosynthetic enzymes have been identified. BRs are synthesized from abundant
phytosterols via a series of oxidative reactions that are catalyzed by cytochrome P450-type
monooxigenases, which belong to the CYP85 or CYP90 families. Local BR levels are thought
to be dependent on the abundance of the enzymes that catalyze rate-limiting reactions in the
synthesis route. In Arabidopsis thaliana these are encoded by CONSTITUTIVE
PHOTOMORPHOGENESIS AND DWARFISM (CPD) and CYP85A2. The characterization of
these genes has shown that their expression is controlled primarily at the transcriptional level,
and involves developmental, organ-specific and end product-dependent negative feedback
regulation.

Plant development is determined by the interaction between endogenous and
environmental cues. Among the latter, light is the most important, which is not only the basis
of photosynthetic metabolism, but also a coordinator of development from germination to
seed production. Regular daily changes in light conditions result in substantial rearrangements
of biochemical functions. Preparation of the plant to changes in the light conditions is greatly
facilitated by the endogenous circadian clock of the plants. Circadian timing is based on light
signals, and allows the organism to adapt its functions properly in anticipation of the
upcoming changes of the environment. Following entrainment, circadian regulation can
maintain the endogenous rhythm for several days in constant environment. Direct (or acute)
light regulation is mediated by photoreceptors, such as phytochromes and cryptochromes. To
the tissue and organ level, light and circadian control is exerted mainly via the action of

phytohormones. The roles of some hormone groups (e.g. gibberellins or ethylene) in relaying
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diurnal regulation are well documented. Our project stemmed from the preliminary results

that indicated diurnal expression patterns of the BR-biosynthetic CPD and CYP85A2 genes.

OBJECTIVES

The aim of our work was to identify the main environmental and endogenous cues
that contribute to the diurnal regulation of the CPD and CYP85A2 genes. To this end, we set
forward to the following goals:

(1) Characterization of the daily expression patterns of these two genes, and
identification of the mechanisms ensuring their diurnal regulation.

(2) Clarifying the role of light in the regulatory processes, and defining the signaling
route(s) that mediate light effect.

(3) Finding out the relationship between the mechanisms of diurnal regulation and
the BR-dependent feedback control of CPD and CYP85A2.

(4) Determining if diurnal changes in the expression of BR-biosynthetic genes are

associated with daily changes in the level of bioactive BRs.

METHODS

- Construction of luciferase-based reporter transgenes

- Generation and maintenance of transgenic Arabidopsis lines

- In vivo measurements of bioluminescence

- Isolation of total RNA

- Determination of transcript abundance by reverse transcription-based PCR (RT-PCR)
- Northern-blot analysis

- Isolation and quantitative analysis of BR content

RESULTS

(1) We followed the expression of CPD and CYP85A2 promoter-driven luciferase
reporter in transgenic Arabidopsis using in vivo imaging by CCD camera. Under Light/dark
regimes (LD), CPD expression exhibited a biphasic diurnal profile, with maxima coinciding
with the onset and the end of the light periods. A very similar type of activity was observed

with CYP85A2, providing strong indication for the involvement of common regulatory
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mechanisms in the diurnal control of the two key BR biosynthetic genes. In order to test the
reliability of the reporter-based monitoring system, we also measured the daily activity of the
CPD gene by directly determining its mMRNA levels using RT-PCR assay. Parallel changes of
the luciferase activity and the transcript amounts of the endogenous CPD confirmed that the
promoter:reporter allow precise monitoring of CPD promoter activity.

(2) In order to clarify the role of light in the diurnal regulation, we measured the
luminescence of the CPD:LUC-carrying seedlings under constant light conditions. We found
that in continuous light CPD activity followed a circadian oscillation with maxima in the
subjective night. This expression pattern was maintained for several days. By contrast, in
continuous dark the activity of CPD rapidly decreased, so that its circadian cycling was lost
after two days. Because under LD the expression of CPD showed sharp maxima, and these
coincided with the changes of light regimes, these indicated a regulatory role for light in
controlling CPD transcription.

(3) In the diurnal profile of CPD activity the minima and maxima of the circadian
oscillation could be easily recognized. Therefore we concluded that the diurnal pattern CPD
expression is under dual control: by a basic circadian rhythmicity, and a superimposed
positive light regulation.

(4) To determine the spectral specificity of light regulation, we measured the diurnal
profile of CPD activity under red/dark and blue/dark photoperiods. The monochromatic light
sources used were specific for the absorption of the phytochrome and cryptochrome
photoreceptors, respectively. These experiments revealed that red light alone was sufficient to
maintain the diurnal expression of CPD. By contrast, in blue/dark a quick dampening of the
gene activity was observed, which was similar to the one seen in continuous dark. These data
indicated a major role for the phytochrome photoreceptors in the light regulation of CPD,
therefore we measured CPD:LUC expression in phytochrome-deficient phyAphyB
background. We found that deficiency in the two most abundant phytochromes substantially
decreased the activity of the transgene, and that its expression profile in the double mutant
was largely determined by the circadian regulation. These results suggest the primary
importance of phytochrome signaling in the control of CPD activity.

(5) Because daily changes in the BR content can result in differential CPD activity
via the hormonal feedback regulation, we checked the relationship of this control mechanism
with those responsible for the diurnal expression. To this end, we measured CPD:LUC
activity in the BR-insensitive bril mutant background which lacks the BR receptor. We

observed that BR-insensitivity did not abolish the diurnal regulation of CPD, but in
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continuous dark it prevents the repression of the gene activity. This suggests that the
repression is mediated by BR hormone action.

(6) We determined the endogenous BR content of Arabidopsis seedlings during a 24
h LD cycle to find out whether the levels of bioactive BRs show diurnal changes. Gas
chromatography-coupled mass spectrometric analyses revealed a sharp transient accumulation
of brassinolide, the biologically most active BR, in the middle of the light period.
Remarkably, this increase follows the morning light induction of the BR-biosynthetic genes.

(7) The BR-dependent repression of CPD expression in the dark suggested that this
might be the result of BR accumulation in the plants. Therefore we measured the BR content
of seedlings following a 48 h dark incubation. The results of the GC-MS analysis showed no
increase in the BR content compared to the LD control. This indicates that the observed
exaggerated BR response is due to the increase of BR-responsiveness, rather than that of the
BR content.

(8) Our data revealed that the repression of CPD activity in prolonged dark is
mediated by the BZR1 transcription factor. In line with this, we found no dark repression in
mCPD:LUC transgenic plants that carried a mutant version of the CPD promoter with
inactivated BZR1 binding site. These data confirm that the repression of CPD in the dark is
controlled by the BR signaling pathway.

CONCLUSIONS

The CPD and CYP85A2 genes, which encode key enzymes of BR synthesis, are
under diurnal regulation. This control mechanism acts primarily at the transcriptional level
and consists of a basic circadian oscillation, and a superimposed light regulation.

The light induction of CPD and CYP85A2 is mediated by phytochrome-dependent
signaling pathways.

The diurnal expression of CPD is independent of the hormonal effects of BRs, but
the repression of gene activity in extended dark requires BR signaling. The suppression of
CPD activity in the dark is the result of increased BR sensitivity.

The amount of bioactive BRs also shows diurnal fluctuation, which is in good
agreement with the expression patterns of the biosynthetic genes during the day.
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