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BEVEZETES

A brasszinoszteroidok (BR) az edényes novényekben altalanosan eléforduld polihidroxilalt
szteroid vegyiiletek. Erés novekedést és megnyulast serkentd hatasuk van, melyet igen alacsony,
nM-os koncentracio mellett fejtik ki. A megnyulasos folyamatok szabalyozasan tul meghatdrozo
szerepilk van a fényfiiggd morfogenikus folyamatok iranyitdsaban, a fertilitds ¢és csirazas
biztositasdban, valamint az abiotikus stressztényezokkel szembeni ellenalloképesség ndvelésében is.
Elterjedésiik és esszencialis szerepiik miatt mara mar elfogadotta valt, hogy a BR-ok a novényi
hormonok 0nall6 csaladjat képezik. Az auxin és gibberellin hormoncsalddokkal egyiitt a
novekedésserkentd fitohormonok koz¢ sorolhatok. Bioldgiai hatasukat szintézisiik kozvetlen
kozelében fejtik ki.

Mara mar viszonylag pontosan tisztdzodtak a BR bioszintézis egyes lépései, és sikertilt
azonositani az ezekben résztvevd enzimek génjeinek tobbségét is. A BR-ok a ndvényi
fitoszterolokbdl képzddnek, bioszintézisiik szamos, foként oxidativ 1épést kovetden jut el a két
bioldgiailag aktiv végtermékhez, a kasztaszteronhoz és a barasszinolidhoz. Valamennyi oxidativ
reakciot citokrom P450 tipusi monooxigenazok katalizalnak, melyek az egymassal szoros
rokonsagot mutatdé CYP85 és CYP90 csaladokba tartoznak. Az endogén hormonkoncetracio fiigg a
de novo hormonszintézist6l, ami a bioszintézis sebességmeghatarozo 1épéseit katalizald enzimek
aktivitasatol fiigg. Ilyen funkcidji enzimet kodol a CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENESIS
AND DWARFISM (CPD), valamint a CYP85A2 gén. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy
Arabidopsis thalianaban (ludfii) valamennyi BR bioszintetikus P450 kifejezédése fejlodési
stadiumtol fiiggd, valamint szervspecifikus szabalyozas alatt all, mely elsOdlegesen a
transzkripcio szintjén valdsul meg. Tovabbi kisérletek azt is kimutattak, hogy ezen gének
expresszidja az aktiv BR-ok 4ltali negativ végtermékgatlasos szabdlyozas allatt 4ll, mely a
BRI1 BR receptor réven valosul meg.

A novények fejlodeését az endogén programok és a kdrnyezeti tényezOok kozti kolecsonhatas
hatdrozza meg. Az utobbiak koziil a fény a legfontosabb tényezd, mely nemcsak a fotoszintézis
energiaforrasa, hanem kihat a novény egész egyedfejlodésére. A fény és homérsékleti viszonyok
napi rendszeres valtozasait kovetve a novények alapvetd anyagcsere folyamatai és €letfunkcioi is
Iényeges atrendezédésen mennek at. Ezen napi rendszeres valtozasokhoz torténd alkalmazkodasban
fontos szerepe van a belsd bioldgiai ora altal meghatarozott, Un. cirkadidn reguldcionak, mely
eldsegiti, hogy a ndvény id6ében felkésziiljon a kornyezeti viszonyokban bekdvetkezd varhato

valtozasokra. A cirkadian regulaci6 a kozvetlen (diurndlis) fényszabalyozas altal meghatarozott,



erre éplilve, és vele Osszhangban fejti ki hatdsat. A cirkadian szabalyozast a kiilsé fény és
homérsékleti viszonyok allitjak be, de ezt kdvetden tobb napon keresztiil allandd kornyezeti
koriilmények kozt is képes biztositani az altala szabalyozott folyamatok nagyjabol 24 o6rés
periodicitasat. A diurnalis (napszakos) regulaciot a kiilsé tényezok, alapvetéen a fitokrom, ill.
kriptokrom fotoreceptorok altal kozvetitett fényingerek hatarozzak meg. Ez a két szabalyozé
folyamat hatassal van tobb fontos hormon aktudlis szintjére, valamint a hormonérzékenység
mértékére is. Mig az etilén és gibberellinek esetében viszonylag jol ismert volt a bioszintetikus
gének fényfiiggd regulacioja, addig a BR anyagcsere fényszabalyozéasardl igen kevés adat allt
rendelkezésre. Vizsgalataink munkacsoportunk azon elézetes eredményeibdl indultak ki, amelyek a

brasszinoszteroid bioszintézis kulcsenzimeit kodolo gének napszakos szabalyozottsagara utaltak.

CELKITUZESEK

Munkank célja azoknak a foébb kornyezeti és endogén tényezOknek az azonositdsa volt,
melyek szerepet jatszanak a BR bioszintézis kulcsenzimeit kodolo CPD/CYP90AL és CYP85A2

gének napszakos kifejezddésének szabalyozasaban. Ehhez sziikséges volt:

1. A CPD/CYP90ALl és CYP85A2 napszakos kifejezédésének jellemzése, és az ezek
kialakitasaban résztvevo alapvetd regulacios rendszerek meghatarozasa.

2. A fény szabalyoz6 szerepének tisztazasa, és az ezt kdzvetitd szignalutak azonositésa.

3. A BR Dbioszintézisben résztvevd P450 gének ismert transzkripcids szintll
végtermékgatlasa és a napszakos szabalyozas kozti kapcsolat tisztazasa.

4. Annak kideritése, hogy a CPD/CYP90AL és CYP85A2 diurnalis kifejezodése egyiitt jar-

e a BR-ok mennyiségének napszakos valtozasaval.

MODSZEREK

— Luciferaz riporter konstrukciok létrehozasa

— Transzgenikus Arabidopsis névényvonalak eldallitasa és fenntartasa
— Invivo lumineszcencia-mérés névényekben

— Novényi 6ssz-RNS tisztitas

— Reverz-transzkripcioval kapcsolt PCR analizis (RT-PCR)

— Northern hibridizacio



— Endogén BR-ok izoladlasa és mennyiségi meghatarozasa

EREDMENYEK

1. A CPD és CYP85A2 gének kifejezddését in vivo lumineszcencia méréssel kovettiik
nyomon ezen gének promoter-luciferdz riportergén konstrukciot hordozd transzgénikus
novényekben. Fény/sotét (LD) koriilmények kozott vizsgalva a CPD promoter aktivitdsat azt
kaptuk, hogy a 24 6ras ciklusok folyaman az aktivitasi értékek jellegzetes bifazisos gorbét adtak,
amelynek maximumai a fényszakasz kezdete utani elsd, ill. annak végével egybeesd idépontokra
estek. A CYP85A2 gén kifejezodésének vizsgalata soran a kapott expresszios profil a CPD-éhez
igen hasonlo, két maximumot mutatd gorbét adott. A két BR bioszintézis gén napi expresszios
profiljanak hasonlosdga arra utal, hogy kialakuldsukban ko6zos szabalyozasi mechanizmusok
vehetnek részt. A luciferaz riportergén konstrukciokkal kapott adatok megbizhatosaganak az
ellendrzése céljabol a luciferaz aktivitds mérésekhez hasznalt mintakkal parhuzamosan, azonos
koriilmények kozott nevelt csiranovényekbdl RT-PCR analizis segitségével meghataroztuk az
endogén CPD-rdl atirt mRNS mennyiségének alakuldsat is. Eredményeink azt mutattak, hogy
transzkriptum mennyiségek a nap folyamén dsszhangban véltoztak a mért luciferdz aktivitasokkal,
ami igazolta, hogy a luciferaz riportergén konstrukciok révén megbizhaté képet kaphatunk a
promoter aktivitas napi alakuldsarol.

2. A fény szabdlyozd szerepének a kideritése végett a CPD:LUC csirandvények
biolumineszcencidjanak idébeni valtozasait megvizsgaltuk konstans fényviszonyok kozott is.
Méréseink soran folyamatos fényben a lumineszcencia értékek szabalyos, nagyjabol 24 oras
cirkadian kifejez6dési gorbe minimumai a relativ nappalok, mig maximumai a relativ éjszakak
kozepére estek. Ezt a cirkadian profilt folyamatos sotétben is megfigyeltiik, de a CPD expresszid
szintje a mérés soran gyorsan csdkkent, ami egyre kisebb a cirkadian amplitudohoz, végiil pedig a
ciklusok eltiinéséhez vezetett. LD viszonyok mellett a CPD expresszidjaban bekovetkezd gyors
valtozasok a fény/sotét szakaszok hataraival esnek egybe, ahol hirtelen ndvekedés tapasztalhato a
fény szakasz kezdetén, illetve hirtelen visszaesés a sotét periddus kezdetén. Mindezen eredmények
a fénynek a CPD expressziora gyakorolt induktiv hatasara utalnak.

3. A CPD gén LD ¢és folyamatos fényben (LL) mért kifejezddési profiljainak
Osszehasonlitasakor megfigyeltiik, hogy az LD gorbén felismerhetd a cirkadian oszcillacio

minimuma a fényszakasz kozepén, valamint egy hatarozott vallként annak maximuma is a sotét



periddus kozepén. Mindez arra utal, hogy a CPD napszakos (LD) kifejezddését egy alapszintii
cirkadian oszcillacid, valamint egy erre raépiild pozitiv fényregulacid egyiittesen hatdrozza meg.

4. A fitokrom, ill. kriptokrém fotoreceptorok specifikus aktivalasara alkalmas
monokromatikus voros, ill. kék fotoperiddusok mellett vizsgdlva a CPD kifejezddését azt
tapasztaltuk, hogy a voros/sotét ciklusokban a gén aktivitdsa a LD profilhoz hasonld lefutasu, ami
arra utal, hogy a voros fény onmagaban elegendd a fényszabalyozas fenntarasahoz. Ez azt sugallja,
hogy a fényvalasz kialakitasaban a fitokromoknak, illetve a réluk kiindulod szigndlutaknak van
meghataroz6 szerepiik. Kék/sotét periddusok mellett viszont a kifejez0dési szint erdteljes
csokkenését tapasztaltuk. A CPD:LUC transzgén LD kifejez6dését fitokrom-hianyos phyAphyB
hattérben vizsgélva a vad tipust kontrolléhoz viszonyitva joval alacsonyabb génaktivitast kaptunk.
Emellett eltérd volt az expresszids gorbe lefutdsa is: a fitokrom-hianyos névényekben a CPD
kifejezddését alapvetden a cirkadian oszcillacié hatdrozta meg. Ez az eredmény megerdsiti, hogy a
CPD aktivitasanak fényszabalyozasaban a fitokromoknak van meghatarozo szerepiik.

5. Megvizsgaltuk a CPD:LUC transzgén kifejez6dését BR-inszenzitiv mutans hattérben is,
ahol a BRIl BR receptor hidnya miatt a hormonalis végtermékgatlas nem érvényesiil. LD
korlilmények kozott a transzgén expressziods profilja hasonlo volt ahhoz, amit a vad tipust hattérben
kaptunk, ami arra utal, hogy a CPD napszakos szabalyozasa alapvetéen filiggetlen a
végtermékgatlasos szabalyozastol. Folyamatos sotétben viszont azt tapasztaltuk, hogy bril
hattérben a CPD expresszidja a vad tipustéval ellentétben nem csokken. Ez az eredmény azt
sugallja, hogy a CPD sotétbeni represszidja a BR szabalyozason keresztiil valosul meg.

6. Gazkromatografidval kapcsolt tomegspektrometrias (GC-MS) analizis segitségével
meghataroztuk a csirandvények endogén BR tartalmanak alakulasat egy 24 oras cilkus folyaman.
Eredményeink a bioaktiv brasszinolid jelentds atmeneti felhalmozodasat mutattdk a fény periodus
kozepén. Bar kozvetleniil ez nem bizonyitja a CPD és CYP85A2 gének napszakos expresszioja, ill.
a brasszinolid mennyiségének napi valtozasai kozti kapcsolatot, figyelemreméltd, hogy a
brasszinolid szint a bioszintézis génjeinek reggeli fényindukciojat kovetden mutat emelkedést.

7. A folyamatos soOtétnek a hormontartalomra gyakorolt hatdsanak tisztazasa végett
meghatdroztuk a BR tartalom alakulasat 48 oras sotét kezelést kovetden. A GC-MS analizis
eredménye azt mutatta, hogy tartds sotétben a bioaktiv BR-ok mennyisége érdemben nem valtozik.
Ennek alapjan a CPD expresszid sotétbeni hormonalis gatldsa nem a BR szint emelkedésének,
hanem a BR érzékenység fokozodasanak lehet a kdvetkezménye.

8. Kisérleteink kimutattdk, hogy folyamatos sotétben a CPD represszidja a BZR1

transzkripcios faktor altal medialt hormonalis BR regulacionak koszonhet6. Northern-blot



analizissel igazoltuk, hogy inaktivalt BZR1 kotéhelyet tartalmazé mutans CPD prométer (mCPD)
esetében nem érvényesiil a transzkripcid végtermékgatlas altali szabalyozasa. A transzgenikus
csirandvények lumineszcencia adatai azt mutattdk, hogy az mCPD:LUC transzgén aktivitasa tartds
sotétben a CPD:LUC-hoz viszonyitva kevésbé represszalodik, és expresszidjaban fennmarad a
cirkadian oszcillaci6. Mindez igazolta azt a feltevésiinket, hogy a CPD gén aktivitasanak s6tétbeni

represszioja elsddlegesen a hormonalis szabalyozas kdvetkezménye.

VEGKOVETKEZTETESEK

A CPD ¢és CYP85A2 gének napszakos kifejezOdést mutatnak, amelyet egy cirkadidn
szabalyozas, és az arra raépiild pozitiv fényszabalyozas egylittesen hataroz meg.

A CPD ¢és CYP85A2 fényindukciojaban a fitokrom fotoreceptorokrol kiinduld jelatviteli
rendszernek van meghatérozo szerepe.

A CPD expressziojanak napszakos regulacidja fliggetlen a hormonalis szabalyozastol,
gatlasaért a folyamatos sotétben kialakulé hormonérzékenység ndvekedés a felelds.

A bioaktiv BR formdk mennyiségének napszakos ingadozasa 0sszhangban all a CPD ¢és

CYPB85A2 gének expresszidjanak valtozasaival.
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