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BEVEZETES

A magasabbrendi novények ¢lete soran lejatszodd novekedési és fejlodési
folyamatok Osszehangoldsa a sejtek kozotti kommunikécionak koszonhetd. Azokat az
altalanosan elterjedt, esszencialis szignal-vegylileteket, amelyek sejtek, szovetek, illetve
szervek kozti diffuziojuk vagy transzportjuk eredményeként keletkezési helyiiktol
tavolabb fejtik ki hatdsukat, sszefoglald neviikon novényi hormonoknak nevezziik.

A hormonok sejtfelszini vagy intracellularis receptoraikhoz koétédve, szignal-
transzdukcios lancaikon keresztlil génexpresszios valtozasokat indukalnak. A gének
Osszehangoltan megvaltozott mitkddése komplex valtozasokat eredményez sejt- és
egyedszinten egyarant. Az igy lejatszodo folyamatok igen gyakran tobb hormon egyiittes
hatdsanak a kovetkezményei. A novényi ¢€letfolyamatok megértéséhez elengedhetetleniil
fontos a hormonhatdsok molekularis mechanizmusanak feltérképezése és a szabalyozott
gének megismerése.

Sokaig ugy véltek, hogy a genetikai program ¢és a kornyezeti tényezdk altal
meghatarozott valtozasok kialakitasdban 6t hormoncsalad jatszik szerepet: az auxinok,
gibberellinek, citokininek, az abszcizinsav és az etilén. Az utdbbi években szamos,
hormonszerti funkcioval rendelkez6 molekulat azonositottak, esszencialis jellegiikrdl
azonban nem rendelkeziink elegendd informaciéval. A kozelmult eredményei
szolgaltattak kétségbevonhatatlan bizonyitékokat arra, hogy a régoéta ismert, "klasszikus"
hormonokon kiviil a magasabbrendi ndvényekben Aaltalanosan elterjedt szteranvazas
vegyiiletcsoport, a brasszinoszteroidok is nélkiilozhetetlenek a fiziologiai folyamatok
megfeleld szabalyozasahoz.

Mikozben a brasszinoszteroidok élettani hatdsait egyre jobban feltérképezik, a
hormonok molekuléris hatdsmechanizmusa és a kozvetitd gének jobbara ismeretlenek
maradtak. A regulacié molekuldris hatterének mind pontosabb felderitése szdmos Uj
informaciot szolgéltathat a novények novekedésérdl, fejlodésérdl, valamint az €16 ¢€s

¢lettelen kornyezeti tényezokre adott egyéb valaszaikrol.



CELKITUZES ES A DOLGOZAT KOZVETLEN ELOZMENYEI

Az ¢évtizedek oOta ismert ndvényi ndvekedés-serkentd vegyiiletek, a
brasszinoszteroidok (BR-ok) kutatdsdban attorést jelentett egyes fotomorfogenikus és
torpe Arabidopsis mutansok analizise. Fenotipusuk az ismert novényi hormonokkal nem,
exogén BR-okkal viszont komplementalhatd volt. A sériilt gének azonositdsaval és
jellemzésével, tovabba analitikai vizsgéalatokkal bebizonyosodott, hogy a fejlddési
rendellenességek a legnagyobb biologiai hatékonysagu BR, a brasszinolid (BL) hidnyara
vezethetdk vissza. A hormon élettani hatdsainak ismerete BR-inszenzitiv mutansok
keresésére is lehetOséget teremtett. Ezzel a megkozelitéssel azonositottak egy fehérjét,
amelyrdl feltételezik, hogy az a BR-ok sejtfelszini receptora, vagy a receptor-komplex
egy tagja. A percepciot kovetd szignal-transzdukcios 1€pések mindeddig ismeretlenek.
viszonyitott aranyanak a fiiggvényei. Igy érthetd, hogy ezeknek a vegyiileteknek a
szintézise, lebomlasa, és/vagy hozzaférhetdsége szigortian szabdlyozott. Eldzetes
vizsgalatokkal kimutattdk, hogy a BL-bioszintézisben résztvevé Arabidopsis CPD
(constitutive photomorphogenesis and dwarfism) gén expresszidjat a BL negativan
befolyasolja, lehetdséget teremtve a hormonszintézisnek a rendelkezésre allo aktiv
végtermék mennyiségétdl fliggd szabalyozasahoz.

A BL hatdsara bekovetkezd élettani valtozasok hatterében 4all6 molekularis
mechanizmusok megértéséhez sziikséges a hormon-regulalt gének és azok funkcidjanak
ismerete. A dolgozatban bemutatott munka kezdetéig csak néhany sejtfal-
atrendezddésben szerepet jatszo xiloglukan-endotranszglikozilaz génjérdl sikertilt
kimutatni, hogy expresszidjukat a BL befolyasolja. Valoszintisithetd volt, hogy ezeknek a
géneknek a szabalyozott miikodése a BL-indukalt sejtmegnyulas sziikséges, de nem
elégséges feltétele. Az utdbbi években néhany egyéb, a megnyulas, illetve a sejtosztodas
egy-egy részfolyamatat meghatarozo fehérjét kodoldo BL-reguldlt gént is sikertilt
azonositani, a kiillonb6z6é folyamatokat Osszehangold faktorok azonban tovabbra is
ismeretlenek maradtak. A BR-deficiens Arabidopsis cpd mutans lehetéséget kinalt a
hormonfiiggd génexpresszios valtozasok vizsgalatara.

A rendelkezésiinkre 4116 informaciok alapjan munkank céljaul tiiztik ki:



e Az Arabidopsis CPD gén expressziojanak brasszinoszteroid-fiiggo

szabalyozasaban a regulacié moédjanak és specificitasanak felderitését;

e A CPD expresszio szerv- és szovet-specifikus, valamint fejlodési

stadiumtol fiiggo kifejez6désének meghatarozasat;

e A brasszinoszteroidok molekularis hatasainak vizsgalata céljabol tovabbi

BL-reszponziv gének azonositasat és jellemzését.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

-Arabidopsis thaliana ndvények nevelése steril €s liveghdzi koriilmények kozott
-A novények kezelése hormonokkal €s egyéb vegyiiletekkel

-N6vényi RNS izolalas

-Northern hibridiz4cio

-GUS hisztokémiai analizis

-Differential display (DDRT-PCR) analizis

-Molekularis klonozasi technikak

-Teljes cDNS klon izolalasa

-RT-PCR analizis

-Az Arabidopsis virag-transzformacidja

-Transzgénikus novények létrehozasa és vizsgalata



EREDMENYEK ES MEGVITATASUK

l. Az elbézetes eredmények ismeretében megvizsgaltuk a brasszinolid hatasat a BR
bioszintézisében szerepet jatszd Arabidopsis CPD fehérje génjének expresszidjara. A
CPD promoter funkcionalis analiziséhez olyan transzgénikus novényeket hasznaltunk,
amelyek egy, a CPD promoter ellendrzése alatt megnyilvanuldé GUS riportergént
tartalmaztak. RNS-t izolaltunk 8 napos etiolalt, illetve fényben nevelt ndvényekbdl,
amelyeket kiilonb6zd ideig brasszinoliddal kezeltiink. Annak megallapitasahoz, hogy a
fehérje-szintézis gatlasa befolyasolja-e az esetlegesen RNS-szinten bekdvetkezd
hormonvalasz kialakulédsat, a kisérleteket cikloheximid jelenlétében is elvégeztiik. Az igy
izoladlt RNS mintdkat Northern hibridizacids vizsgalatoknak vetettik ald. A
transzkripciora €s az mRNS degradaciora kifejtett hatdsok megkiilonboztethetové tétele
érdekében mind a GUS riportergén, mind az endogén CPD kbddolod szekvenciajanak egy-
egy darabjat parhuzamosan probaként hasznaltuk.

A fényben nevelt novényekben a CPD transzkriptum mennyisége BL-kezelés
hatéséra két ora elteltével az eredeti szint 10%-ara esik vissza, amely a kezelési id6tartam
novelésével mar nem csokken tovabb. A gitld hatds az etiolalt ndvények esetében is
megfigyelhetd, lefutdsa azonban némiképp lassabb. A két kiillonbozd probaval végzett
hibridizacidk eredménye szinte teljesen azonos volt, igy azt a kovetkeztetést vonhattuk le,
hogy hogy a hormonhatas legfontosabb szintie a CPD génrél képz6dd RNS
mennyiségének szabalyozasa.

Cikloheximid jelenlétében a hormonhatds elmaradt. A jelenség legvaldsziniibb
magyarazatdnak az mutatkozik, hogy a CPD expresszid BL-gétlasdhoz egy, a hormon
jelenléte kovetkeztében de novo szintetizalddd transzkripcios represszorfehérjére, vagy
egy jelenlévo transzkripcios faktor aktivitdsat kovalens modifikacioval kialakitd protein
szintézisére van sziikség.

A CPD expresszid negativ visszacsatoldsos szabalyozédsa lehetdséget teremt a
mindenkori hormonszint szabalyozasara, a hormon-homeosztadzis fenntartasara. A
szabalyozasi mechanizmus nem egyedi, hasonlé jelenséggel taldlkozhatunk a
gibberellinek bioszintézisének egy 1épésénél, illetve az allati szteroidok termelddésénél

1S.



2. A CPD expresszio iddbeli és térbeli eloszlasat a CPD promoter-GUS konstrukciot
hordozé transzgénikus novények GUS festésével hataroztuk meg. A vizsgalatokhoz
kiilonbozd koru, fényben vagy sotétben nevelt novényeket hasznaltunk. Fényben nevelt
novények esetében a riportergén expresszidjanak mértéke kozvetleniil a csirdzast
kdvetden még nem érte el a kimutathatdsagi kiiszobot, a GUS aktivitds 3 nap elteltével
volt el6szor detektalhatd. Az aktivitds szinte kizardlag a sziklevelekre korlatozodott,
csupan az esetek igen kis részében volt gyenge festddés megfigyelhetd a hipokotil
legfelsé részében. A festddés intenzitasa a sziklevél fejlédése soran fokozatosan nott,
majd 10 nap elteltével megjelent a fejlodd levélkezdeményekben. Ezzel egyiddben
mértéke a sziklevelekben fokozatos csokkenést mutatott. A riportergén aktivitisa az
etiolalt novényekben térben ¢és iddében megegyezett a fényben tapasztalhatdval.
Esetenként alacsony aktivitas volt megfigyelhetd a hipokotilkampoban is. Az alkalmazott
fényviszonyoktol fiiggetleniil a hipokotil alsobb régidiban és a gyokérben soha nem
tapasztaltunk detektalhaté GUS aktivitast. A ndvény fejlodésének késobbi szakaszaiban a
GUS aktivitds a levélriigyekben ¢és a fiatal tdlevelekben volt megfigyelhetd, a
levélnyelekben viszont nem. A levelek Oregedésével a festddés mértéke fokozatosan
csokkent és egyre inkdbb az aktiv ndvekedést mutatd levélszélekre szoritkozott. A
leveleket tovabb vizsgalva kideriilt, hogy a festddés a paliszad parenchimara és az
adaxialis epidermisz sztoma-zarosejtjeire korlatozodik. A virdgtengelyen csak a
szarlevelekben és a csészelevelekben mutatkozott aktivitds, a virdg mas szerveiben
viszont nem. A gyokerekben a felnétt ndvények vizsgalatakor sem tapasztaltunk
detektalhaté GUS aktivitast. A BL jelenlétében nevelt csirandvényekben a GUS aktivités
a sziklevelekben a kezeletlen kontrollhoz képest — a Northern hibridizacié eredményeivel
Osszhangban — alacsonyabbnak mutatkozott, szamotteve festédés csak a
levélkezdeményekben volt lathato.

A magasabbrendii novények brasszinoszteroidokban rendkiviil gazdag részei a
pollen és a magvak, amelyekben CPD aktivitds nem figyelhet6 meg. Ezenkiviil mivel a
hormon egyik legfontosabb ¢élettani hatisa a hipokotil és a szdr megnyuldsanak
serkentése, fel kell tételezniink, hogy a brasszinoszteroid bioszintézise — legalabbis teljes

egészében — nem azokban a megnyuld régidkban kovetkezik be, amelyekben a



biologiailag aktiv hormon jelenléte elengedhetetleniil sziikséges, ezért az emlitett ndvényi
szervekben bekovetkezd valtozasok kivaltasdhoz a végterméknek és/vagy egyes
prekurzorainak a hatdhelyre torténd transzportjara van sziikség. A biologiailag aktiv
brasszinolid szintézishelyének megallapitasdhoz, a hormon és prekurzorai esetleges
transzportjanak feltérképezéséhez mas bioszintetikus- és transzportmutdnsok analizisére
¢€s mas tipusu kisérletekre van sziikség.

A rendelkezésiinkre allo ismeretek alapjan vildgosan latszik, hogy a fiziologias
hormonkoncentraciéd kialakitasa egy komplex szabdlyozasi rendszer milkddésének
eredménye, amelynek elemeit még csak most kezdjiik megismerni. A brasszinoszteroidok
onmaguk Dbioszintézisében betdltott regulacids szerepe ennek az  Osszetett

mechanizmusnak sziikséges, de valosziniileg nem elégséges dsszetevoje.

3. A BR-ok altal szabdlyozott génexpresszid tovabbi vizsgédlatdhoz az un.
»differential display” moddszert valasztottuk. A kisérletek dontdé részét 14 napos
homozigéta cpd mutans Arabidopsis ndvények felhasznalasaval végeztik. Mivel
ismereteink szerint ezekben a novényekben nincsenek bioldgiailag aktiv BR-ok, a
hormonhatés vizsgélatdhoz optimalis rendszert jelentenek. Annak érdekében, hogy olyan
folyamatokr6l nyerjlink informacidkat, amelyek a BR-ok primer, azaz kozvetlen
hatasanak tulajdonithatok, tehat kivaltasukhoz elegendéek a sejtekben eleve megtalalhato
faktorok, a hormonkezeléseket a fehérje-szintézist gatld cikloheximid jelenlétében
végeztiik.

A modszer segitségével azonositottunk egy cDNS fragmentumot, amelynek
abundancidja BL-kezelés hatasara reprodukalhaté modon csokkenést mutatott. A
fragmentum felhaszndlasaval Arabidopsis cDNS bankbol bakteriofag-hibridizacidval
izolaltuk a megfeleld teljes hosszisagu cDNS-t. A cDNS hosszlisaga 723 bazispar, amely
egy 170 aminosav hosszisagu nyilt leolvasési keretet, tovabba egy 20 bazisparos 5'- és
egy 190 nukleotida hossziisdgu 3'-nem transzlalédé régidt hataroz meg. A cDNS-nek
megfeleld gén egy kopids, intronnal nem rendelkezik. Az adatbazis keresések eredménye
alapjan a prediktalt fehérje egy a magasabbrendii ¢l61ények korében elterjedt, un. RING-
H2 finger motivumot tartalmaz. Ez alapjan a gént BRHI-nek (Brassinosteroid-

Responsive RING-H?) neveztiikk el. A BRHI mérete és szerkezete alapjan az Arabidopsis



RING-H2 fehérjék egy csoportjat kodolo, ezidaig alig jellemzett un. RH gének RHA
alcsaladjaba sorolhat6 be.

A BL negativan befolyasolja a BRHI gén expressziojat. A gatlo hatds mind vad
tipusban, mind a cpd mutdnsban megfigyelhetd, kialakuldsahoz nincs sziikség de novo
fehérje-szintézisre. A hormon negativ szabalyozé szerepét alatdmasztja az a megfigyelés
is, hogy az aktiv BR-okat nem tartalmazé mutdns ndvényekben az expresszi6 alapszintje
sokkal magasabb. A tapasztalhatd mRNS szint-kiilonbségbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
BRH1 expressziora a fiziologias mennyiségben jelenlévd hormon is hatast gyakorol, tehat
a gén megnyilvanulasa a novényekben a BL ellendrzése alatt all. A maximalis gatlas mar
egy oOraval a BL hozzdadasa utan megfigyelhetd, mértéke ennél hosszabb kezelésnél sem
valtozik. Mivel adataink alapjan a hatas megjelenéséhez sziikséges Osszes faktor a
novényekben mindvégig rendelkezésre 4ll, eredményeink Osszhangban voltak
varakozésainkkal.

A BRH] szabalyozéasara tobb modellt is felallithatunk. A legegyszerlibbnek egy
transzkripcids faktor (aktivator vagy represszor) aktivitdsdnak megvaltoztatdsa tiinik,
amit a fehérje egy tulajdonsaganak (pl. foszforilacios allapot, lokalizacid) megvaltozasa
idéz eld. Ugyanakkor nem zarhat6 ki az a feltételezés sem, hogy a BRH I expresszidjanak

crer

tovabbi kisérleteket igényel.

4. Megallapitottuk, hogy a BRHI expresszidjat mas ndvényi hormonok nem
befolyasoljak. gy a BRHI egyike azon kevés ismert Arabidopsis géneknek, amelynek
megnyilvanuldsat a BL specifikusan szabalyozza. Az RH géncsalad egy masik tagjahoz
(ATL?2) hasonldan viszont érdekes modon a gén megnyilvanuldsat a patogén elicitor kitin
serkenti, ezaltal valdszinlisiti a BRH1 fehérje szerepét egy stressz-regulalt folyamatban
is. Az ATL2-h6z hasonloan 45 perc elteltével az elicitor hatdsara ndvekedés figyelhetd
meg a BRHI expressziojaban. Négy oras kezeléssel ez mar nem tapasztalhatdo, a mRNS
mennyisége a kontrollal megegyezd szintre esik vissza. A kitinhatas idébeli lefutasa eltér
a kontrollként hasznalt béazikus kitinaz (PR-3) génnél tapasztalhatotol. Pillanatnyi
ismereteink szerint a BRH1 az egyediili olyan Arabidopsis gén, amelynek expressziojat a

BL és egy stressz-faktor ellentétesen befolyasolja.



5. Annak megallapitdsdhoz, hogy a BRHI1 fehérje jelenléte és mennyisége
befolyasolja-e a novények fejlodését és életciklusat, a BRHI gént szensz és antiszensz
orientacidban 35S promoter mogé épitettilk, majd az ezeket a konstrukcidkat hordozé
Agrobacteriumok felhasznalasaval stabil transzgénikus Arabidopsis ndvényeket hoztunk
létre. A BRHI mRNS-t taltermelé és csokkent mennyiségben tartalmazé ndvények
fejlodésének korai szakaszaban nem lattunk fenotipusos eltérést, a vad tipustol eltérd
jegyeket csak felndtt egyedeken tapasztaltunk. A transzgént antiszensz orientdcidoban
kifejezd és a BRHI transzkriptumot csokkent mennyiségben tartalmazoé felndtt novények
robusztusabbak a vad tipusuaknal. A virdgtengely szarleveleinek honaljriigyeibdl
nagyobb gyakorisdggal jonnek létre jarulékos viragszarak. A szarlevelek szédma
meghaladja a vad tipusra jellemzo6t, mig a tdlevelek szamiban nem figyelhetd meg
szignifikans valtozds. A novények széara vastag, erdteljes, a télevelek igen nagyok. A
szarlevelek fogazottsdga sokkal kifejezettebb. A viragszerkezetben nem tapasztalhatod
eltérés a vad tipushoz képest. Annak alapjan, hogy az antiszensz novények lathato mutans
fenotipussal rendelkeznek, feltételezhetjiik, hogy a sejtekben nem all rendelkezésre mas
olyan fehérje, amely képes lenne a BRHI1 teljes funkciondlis poétlasara. A szensz
konstrukciot hordoz6 névények fenotipusa megegyezik a vad tipusi névényekével. Az
eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy az altalunk alkalmazott nevelési koriilmények
kozott a BRHI1 fehérje megfeleld mennyiségli jelenléte nem létfontossagu a novények
szamara.

Pillanatnyi ismereteink szerint a RING finger doméneket hordozé fehérjék
rendkiviil szertedgazd funkciokkal rendelkeznek: részt vehetnek pl. transzkripcios,
szignal-transzdukciés folyamatokban, organellum-transzportban €s -biogenezisben, vagy
RNS transzportban is. A kiilonb6zd sejten beliili szerepek kozott az egyetlen 6sszekotd
kapcsot sokaig az a mostanra altalanosan elfogadotta valt elmélet jelentette, miszerint a
RING motivum kapcsold szerepet tolthet be kiilonféle fehérjekomplexek kialakitasaban.
A legutobbi néhany év kutatdsaival sikeriilt kimutatni egyes RING finger fehérjék
szerepét az ubiquitinacios folyamatokban, ndvényekben ¢&s allati szervezetekben
egyarant. Az ilyen funkcidval rendelkezd RING finger fehérjék nagy hanyada RING-H2

domént hordoz. Ugyanakkor az is valdszinlisithetd, hogy az ubiquitinaciéban jatszott
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szerep nem jellemzd ennek az igen nagy fehérjecsaladnak az Osszes tagjara. A BRHI
expresszidjanak ellentétes BR- és elicitor-regulaciojabol arra kdvetkeztethetiink, hogy a
fehérje nem a pillanatnyilag ismert, egyarant BR- és elicitor-stimulalt, hanem egymast
kizaro6 folyamatokban jatszik szerepet. A BRHI fehérje pontos funkcidjanak

kideritéséhez fehérje-szintli vizsgalatokra van sziikség.
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