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Szakmai beszamolo

Projektiink célja olyan (j ismeretek megszerzése volt, amelyek Iényegesen
hozzajarulhatnak a ndvények nodvekedésének és egyedfejlédésének szabalyozasa
szemontjabdl fontos brasszinoszteroid (BR) hormoncsalad bioszintézisének pontos
felderitéséhez. Ezen beliil:

- meg kivantuk hatarozni a bioszintézisben meghatarozé jelentéségic CYP90 és CYP85 gének
kifejezodésének fejlodési stadiumtdl fliggé és szervspecifikus szabalyozasat, valamint ennek
hatasat az endogen hormonszint alakulasara,

- a transzkripcios szintii kontroll élettani jelentéségének megismeréese céljabdl terveztik
Kideriteni a szintézisutban kulcsszerepet jatszé CYP90AL enzim in vivo stabilitasat,

- meg akartuk hatarozni a bioszintézis sebességmeghatarozo lépéseiért felelés enzimek
- molekuléris genetikai modszerekkel azonositani akartuk az ismeretlen funkcioju CYP90C1
és CYP90D1 enzimek funkcidjat a BR bioszintézis folyamataban.

A Dbioszintézisben résztvevé enzimek génjei esetében direkt mRNS analitikai
modszerekkel megallapitottuk, hogy kifejezodésiik 6Gsszetett, elsédlegesen transzkripcios
szinti regulacio alatt all. Az altalunk mar korabban leirt végtermékgatlas mellett valamennyi
gén eseteben jellegzetes stadium- és szervspecifikus szabalyozast tapasztaltunk. Bar munkank
soran az Arabidopsis modellndvény valamennyi CYP90 és CYP85 génjének kifejezodését
nyomon kovettik, részletes vizsgalatainkat elsésorban a CPD/CYP90AL és CYP85A2 gének
mukodésének megismerésére  Odszpontositottuk, mivel elébbi a bioszintézis egy
kulcsfontossagu korai lépését katalizalja, mig utébbi kdzvetlendl felelés a bioaktiv hormon
létrehozasaért. Az egyes BR intermedierek megoszladsa a gyokerzetben és a fold feletti
fotoszintetikus szervek kozt szoros korrelaciot mutatott a CYP90ALl és CYP85A2 ezen
részekben mutatott expresszids kulonbségeivel, valdszinisitve ezéltal a transzkripcios
kontroll meghatarozo voltat a hormonszint szabalyozasaban. Mindez 6sszhangban all azzal az
altalunk is leirt jelenséggel, hogy a névényekben a BR transzportja rendkivil korlatozott, és a
lokalis hormonszint kialakitdsdban nagy jelentésége van a de novo bioszintetikus
folyamatoknak. A CYP85A gének aktivitasat ripotergénekkel kdvetve felismertliik a lokalis
BR szintézis jelentéségét az Arabidopsis és paradicsom reproduktiv szerveinek kialakulasa
sordn. Kimutattuk, hogy a legaktivabb BR forménak tekinthet6, korabban a paradicsombdl
hianyzénak vélt brasszinolid igen nagy mennyiségben szintetizalodik a bogyoérés korai
stadiumaban, mig mennyisége a vegetativ szervekben végig a kimutathatésagi szint alatt
marad.

A CPD/CYP90A1 gén oOsszetett transzkripcids szabalyozésa arra utalt, hogy ezen
folyamatok fontosak az altala kodolt enzim szintjének és aktivitasanak beallitasaban. Mivel ez
esetben a CYP90AL mennyisegének rugalmasan kdvetnie kellene az mRNS szint valtozasait,
erre csak akkor van lehet6ség, ha féléletideje nem lényegesen hosszabb a CPD
transzkriptuménal. Az mRNS stabilitasat transzkripcid gatlok jelenlétében meghatarozva a
féléletid6 masfél-két 6ranak adodott. Mivel a CYP90AL protein immunoldgiai detektalasat a
tobbi CYP90 enzimmel létrejové esetleges keresztreakcidok zavarhattdk volna, a stabilitas
meghatarozasahoz olyan teljes CYP90AL aktivitdst mutaté kimérds enzimet hasznaltunk,
amely C-termindlis végén luciferdz riporter részt is hordoz. A f0ziés protein életidejét
proteinszintézis gatlo jelenlétében, luciferaz-specifikus ellenanyag felhasznélasaval
hataroztuk meg. A méréseink alapjan kalkulalt kdzel keétdras felezési id6 elegendéen révidnek
bizonyult ahhoz, hogy az enzim szintje hiien kovethesse a transzkriptum mennyiségi
valtozasait, megerdsitve azt a varakozast, hogy a transzkripcids szabalyozas érdemben
befolyasolhatja a BR bioszintézis ezen kulcsenzimének aktualis hozzaférhet6séget, és ezéltal
magat a szintézisut hatékonysagat is.
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Mivel a BR-oknak fontos szerepiik van a korai fotomorfogenikus fejlédés soran, nem
volt meglep6, hogy a hormon szintézisében meghatarozé CYP90ALl és CYP85A2 gének
kifejezodése napszakosan is szabalyozottnak bizonyult. Mindkét gén esetében a normalis napi
fény és sotét periodusok mellett két maximumot és két minimumot mutatd diurnalis
expresszids profilt észleltink. Kimutattuk, hogy ezt alapvetéen egy kb. 24 6ras cirkadian
oszcillacio, és az erre réepulé pozitiv fényszabalyozds hatarozza meg. A fényhatasert
elsédlegesen felelés lehetséges szignalut(ak)at monokromatikus fenyforrasok, ill. az egyes
fotoreceptorokra nézve deficiens mutansok felhasznaldsaval igyekeztiink azonositani. Mivel a
voros fény oOnmagaban elégségesnek bizonyult a fényszabalyozashoz, és fitokrom B
hidnydban a fényindukcié elmaradt, megallapithattuk, hogy a fényhatds kozvetitéséért
elsédlegesen a fitokrom B-rél kiindulo szignalatviteli 1anc a felelés. BR-inszenzitiv mutans
hattér felhasznalasaval azt is tisztaztuk, hogy a diurnalis kifejezédési profil alapvetéen
fliggetlen a BR bioszintetikus gének expressziojat egyébként stringensen befolyasolo
hormonalis vegtermékszabalyozastdl. A hormontartalom napi valtozasainak analizise soran a
mas idopontokban kimutathatatlan brasszinolid erés felhalmozddasat tapasztaltuk a
fényperiddusok kdzepén. Bar e jelenségben a bioszintetikus gének diurnalis regulacidjanak
szerepe kdzvetlenll még nem bizonyitott, mindazonéltal a brasszinolid szintjének emelkedése
0sszhangban all a szintéziséért felel6s CYP85A2 expresszidjanak indukciojaval a
fényszakaszok soran.

A BR bioszintézisben résztvevé, de munkank megkezdésekor még ismeretlen
funkcioju CYP90C1 és CYP90D1 enzimek karakterizalasa céljabol az ezek génjeit érint6
nullmutans Arabidopsis vonalakat izolaltunk. Bar mind a cyp90cl, mind a cyp90d1 esetében
csak igen enyhe fenotipust észleltiink, az ezek keresztezésével eléallitott cyp90clcyp90dl
dupla mutans jelegzetes BR-deficiens torpe megjelenésii volt. Ez arra utalt, hogy CYP90CL1 és
CYP90D1 gének redundans funkcidju P450-eket kodolnak. Az enzimatikus szerep
megallapitasara vegzett intermedier-specifikus mutans menekitési kisérletek és endogén
intermedier analizisek végzése soran értesultink arrél, hogy Dr. Masaharu Mizutani
laboratériumaban (Kyotoi Egyetem) ugyancsak a CYP90C1 és CYP90D1 reakcidinak
meghatarozasan dolgoznak heterolog rendszerben kifejeztetett enzimek biokémiai
vizsgalatdval. Csoportjaink munkajat 6sszehangolva tisztaztuk, hogy a CYP90C1l és
CYP90D1 val6ban redundans funkcidju enzimek, melyek a BR bioszintézis soran tobbféle
intermedier szteroid oldallancanak C-23 helyzetii hidroxilacidjat végzik. A kyotoi
laboratérium enzimoldgiai analizisei nyoman ismertté valt a két enzimnek az egyes
szubsztratokkal szembeni affinitasa, és vilagossa valt, hogy ez az oxidativ 1épés a korabban
feltételezett anyagcsereuttdl elter6 moédon, mar a bioszintézis korai stadiumaban
bekovetkezik. A vart reakcidtermékeknek a cyp90clcyp90dl kettés mutansra gyakorolt
fenotipus menekité hatdsdnak mérésével igazolni tudtuk ezt az Uj bioszintézis modellt,
melyben a 23-hidroxilalt intermediereken keresztiil a korabban feltételezettnél harommal
kevesebb 1épésben (Gn. C-23 sontdn keresztil) jon létre a végtermék brasszinolid.

A tamogatott projekt keretében végzett munkank soran a célul kitiizétt valamennyi
Iényeges feladatot teljesitettiik. Eredményeinket - az OTKA tamogatas feltiintetésével -
rangos nemzetkozi folyoiratokban megjelent (6sszesen tébb mint 40 IF értéki) kdzleményben
adtuk kdzre. Munkank soran fontosnak éreztiik, hogy résziinkrél maradéktalanul teljesitsiik az
eredeti tamogatasi szerzédésben vallalt feladatainkat, annak ellenére, hogy a projekt
futamideje alatt a tadmogatési ©sszeget az OTKA Bizottsag szerz6désmodositassal
csOkkentette.



