View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by .{ CORE

provided by Repository of the Academy's Library

A K 68201, "A brasszinoszteroidok szerepének vizsgalata a nvényi szervek

morfogenezisének szabéalyozésaban" c. kutatési projekt z&rdjelentése

Az OTKA projekt soran a ndvények egyedfejlodésében és morfogenezisében fontos
koordindld szerepet jatsz6 brasszinoszteroidok (BR-ok, ndvényi szteroid hormonok) altal
kivaltott valszreakciokat befolyasold szabalyozasi mechanizmusokat vizsgaltuk Arabidopsis
thaliana modell névényen.

Munkank egyik célkitlizése annak meghatarozasa volt, hogy a bioldgiailag aktiv
hormon milyen eloszlast mutat a kifejlett noveny egyes szerveiben, illetve azok egyes
régidiban. Korabbi - részben sajat kutatasainkbol szarmazo - eredmények alapjan mér ismert
volt, hogy a BR-ok a névény szervezetében nem transzportalodnak (Symons és Reid, 2004;
Montoya ¢és mtsai, 2005), és hogy a szintézis alapvetd enzimeit kodold gének meghatarozdan
a differencialodo és ndvekedési régidkban expresszalédnak (Mathur és mtsai, 1998; Castle és
mtsai, 2005; Montoya és mtsai, 2005). Ugyanakkor - elsésorban a hormon rendkivill alacsony
szintje miatt - nem volt adat arra vonatkozdan, hogy a bioszintetikus gének lokalis indukcidja
milyen tényleges hatéssal van az aktiv BR formék (kasztaszteron és brasszinolid) eloszlaséra,
felhalmozddéasara.

Egy, a hormonszint in vivo véltozasainak nyomon kovetésére alkalmas rendszer
kialakitisa érdekében olyan transzgenikus Arabidopsis vonalakat hoztunk létre, amelyekben a
szentjanosbogar luciferaz riporter kifejez6dését BR-reguldlt promoterek hatarozzak meg.
Mivel kell specificitast és expresszids valtozast csak negativ szabalyozd elemekkel tudtunk
elérni, ezért konstrukcidinkhoz szikséges volt olyan promoter szakaszok felhasznalasa is,
amelyek a represszid észlelésehez szilkséges konstitutiv alap génaktivitast biztosithattak.
Mivel a CaMV, 35S és TUB2 promoterekkel létrehozott teszt konstrukcidk egyike sem adott
az elvarasainknak megfelelé egyenletes kifejezddést a kiilonb6z6 szervekben, tovabbi
munkankhoz egy egyszerli, minddssze négy G-box elembdl all6 mesterséges promoter
szakaszt (Ishige és mtsai, 1999) hasznaltunk. Ezt fuzionaltatva a BZR1 BR-fiiggé represszor
Otszords kotdelemével olyan hormondlisan szabélyozott promotert hoztunk létre, amely BR
kezelést kovet6en ot-tizszeres transzkripcios szint csokkenést mutat.

A munkankkal egy idében megjelent publikaciok (Guo és mtsai, 2010; Kim és Wang,
2010; Poppenberger és mtsai, 2011) felhivtak a figyelminket arra, hogy egyrészt a BR-
reszponziv szekvencidhoz kot6dé BZR1 transzkripcidos regulator mas protein faktorokkal
kdlcsdnhatasban fejti ki repressziv hatasat, masrészt a hormonalis regulacié - egy még

tisztazatlan mechanizmus folytan - a novekedési régiokban jelentdsen csokkent mértékii. Ezek
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az eredmények 6sszhangban voltak azzal a megfigyelésinkkel, hogy riporter konstrukcionk a
bioszintetikus gének igen magas aktivitdsa ellenére sem jelzett BR felhalmozodéast a
merisztematikus szévetekben. Igy bar riporter vonalunkat sikerrel tudtuk hasznalni a BR
jelatvitelt gatlé vegyuletek hatasanak 'screenelésére’, ez a rendszer nem bizonyult alkalmasnak
az endogén BR tartalom valtozasainak megbizhatd nyomonkovetésére. Ennek fényében a
tovdbbiakban az egyes szervek es szerv részek hormonszintjét kozvetlen, analitikai
modszerrel hataroztuk meg.

Az izolalt novényi részek hormon tartalmanak GC-MS analizisével kimutathat6 volt,
hogy az aktiv BR formdak (els6sorban a kasztaszteron) felhalmozddasa szoros korrelaciot
mutat a bioszintézis kulcsenzimeit kddolé CPD és CYP85A2 gének aktivitasdnak mértékével.
Ennek megfelelden a legjelentdsebb BR felhalmozodas a fiatal termésekben és a kialakuld
virdgzatban volt megfigyelhet6. Nagysagrendileg alacsonyabb hormon tartalmat talaltunk a
novekvo levelekben ¢és fellevelekben, €s a legalacsonyabb szintet az id6s szartagokban ¢és a
gyokérzetben. Adatainkbdl az egész ngvenyre vonatkozd BR eloszlasi térképet készitettiink.

A kémia BR analizissel parhuzamosan elvégeztiik ugyanezen novényi részekben a BR
bioszintézisért és inaktivalasért felelés gének expresszidjanak RT-PCR alapu vizsgalatat is.
Ez feltarta, hogy a termés fejlodésének korai szakaszaban erdteljesen indukdlodik az
CYP85A1 gen, amelynek aktivitasat kordbban csak a csirandvény szakaszban tudtuk kimutatni
(Castle és mtsai, 2005). Mig az &ltala kodolt enzim csak a kisebb specifikus aktivitasu
kasztaszteron szintézisére képes, a termés érése soran késébb indukaldédé CYP85A2 hozza
létre a magvakban erételjesen felhalmoz6do brasszinolidot. Megallapithato volt tovabba, hogy
a bioszintetikus gének expresszidja alapvetden két sémat kovet. Mig a CYP85A1, CYP85A2
¢s CYPI0OBI els6sorban a generativ szervekben fejezédik ki, a CYP90OA1/CPD, CYP90CI és
CYPI90DI1 foként a vegetativ szervekben aktiv.
vizsgalatokat befejeztiik, és jelenleg az eredmények alapjan késziilé publikacid kéziratan
dolgozunk.

A BR szintézis egyik kulcsenzimének szdmit6 CYP90AL1/CPD leirdsakor adataink azt
valoszintisitették, hogy ez a citokrom P450 tipusu monooxigenaz a szteroid oldallanc C-23
kozvetlen biokémiai modszerrel azonositottunk két C-23 enzimet (CYP90C1 és CYP90D1)
Arabidopsisban (Ohnishi és mtsai, 2006), ami arra utalt, hogy a CPD a BR szintézis
valamelyik maésik Iépését Kkatalizalhatja. A cpd mutdns ndvényben az intermedierek

analizisével a szintézisut elsd reakciojaban keletkez6 22-hidoxikampeszterol erds



felhalmoz6déasat lehetett kimutatni, jelezve, hogy a CPD enzim hidnyaban a hormon szintézis
mar annak kezdeti szakaszaban elakad.

Iépésében defektiv det2, valamint a cpd mutansok intermedier mennyiségeit, és egybevetve
ezeket a kettés mutans intermedier tartalmaval, megallapithatd volt, hogy utébbi messzemend
egyezést mutat a cpd vonaléval. Az, hogy a kettés mutansban a BR spektrumot alapvetéen a
cpd mutacié hatarozza meg arra utalt, hogy ez a det2-h6z viszonyitva episztatikus hatasu, azaz
a bioszintézist egy kordbbi Iépésnél inaktivalja. Ennek nyomén heteroldg rendszerben
kifejeztetett CPD enzim kozvetlen biokémiai vizsgélataval kimutattuk, hogy az a szteroid A
katalizdl C-23 hiroxil4cios reakciokat. A CPD a tdbbi BR bioszintetikus P450 enzimhez
hasonléan tébb BR intermedier (22-hiroxikampeszterol, 22,23-dihiroxikampeszterol,
kataszteron, teaszteron) oxidaciojaban is részt vesz, de erds preferenciat mutat a 22-
hiroxikampeszterol szubsztrét irant.

Korébbi eredményeink alapjan egy olyan, a korébban feltételezettnél harom reakcioval
rovidebb BR bioszintézis utat javasoltunk, amely kampesztanol szintézis nélkul hoz létre
brasszinolidot, a bioldgiailag legaktivabb BR forméat (Ohnishi és mtsai, 2006). Jelenlegi
vizsgalataink kimutattadk, hogy béar a cpd mutacié igen stlyos BR hidnyt eredményez, az
endogén kampesztanol szintjét nem befolydsolja. Ez fontos bizonyitékot szolgaltat arra
vonatkozdan, hogy modelliinknek megfeleloen a BR szintézis meghatarozdéan a
kampesztanoltdl fuggetlen, rovidebb szintézistton keresztul torténik.

A CPD enzim szerepével kapcsolatos eredmeényeink alapjan készilt kdzleményt
Journal of Biological Chemistry folydirat kozlésre elfogadta. Nyomtatott forméaban valo
megjelenése 2012 szeptemberében varhato.

A BR bioszintézis fény altali szabalyozasival kapcsolatos adataink jelezték, hogy a
hormonvélasz kialakuldsa és mértéke nem csupédn a hormon aktudlis szintjét6l fiigg, hanem
befolyasolja a hormonérzékenység szabélyozottsdga is (Bancos és mtsai, 2006). Ennek
alapjan vizsgélatokat végeztiink arra vonatkozdan, hogy a BR receptort - mint a szignél ut
hormonnal kdzvetlenul kélcsonhatd elemét - kddold BRI gén aktivitdsa hatéssal lehet-e a BR
szuszceptibilitds mértékére. Azt talaltuk ugyanis, hogy a BRI1 expresszidja - az irodalomban
gyakran idézett egyenletes kifejezddéssel (Friedrichsen ¢és mtsai, 2000) szemben -
differencialt fejlédés- és szervspecifikus mintdzatot mutat.

Munkank soran a BRI1 aktivitast kozvetlenil, RT-PCR maodszerrel, és BRI1 promdter-
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vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a csirdzés folyaméan a BRI1 gén erételjesen indukalddik, és
meghataroz6 génjei (CPD, CYP85A1, CYP85A2) ugyanebben a hipokotil szegmensben
mutatnak maximalis kifejez6dést, ami Osszhangban van az intenziv sejtmegnyllds BR-
figgésével. Figyelemre méltd volt emellett, hogy mig a fotomorfogenezis révén
megnyulasukban gatolt, fény-sotét ciklusokban nevelt csirandvényeknél a BRI1 expresszid
szintje a korai indukciét kovetben mar a harmadik napon jelentGsen (mintegy felére)
visszaesett, addig a sotétben nevelt csirandvények esetében hét-nyolc napig folyamatosan
magas (a maximumhoz viszonyitva >70%) szinten maradt. Valamennyi esetben az erds
kifejez6dés a fokozott BR jelatvitelhez kothetd fejlédési folyamatokkal mutatott id6beni és
lokalis egybeesést.

Vizsgélataink kimutattdk, hogy a BRI1 transzkripcidja fényben gatolt. A kifejez6dés
napi ciklusai sordn az expresszié maximuma a sotét periédus kdzepére esik. Ez a szabalyozasi
mechanizmus szerepet jatszhat a sotét fejlodés soran a hipokotil BR-okkal szembeni
érzékenyitésében. A regulacio ebben az esetben ellentétes a bioszintetikus génekével,
amelyek egyértelmiien fényindukaltak.

Kifejlett novenyek esetében a BRI1 kifejez6dést promoter-GUS riporter fuziot hordozd
transzgenikus vonalakon is vizsgaltuk. Ezeknél - a luciferazos megfeleldikhez hasonldan - az
expesszio elsésorban a fiatal levelekre lokalizalodott a vegetativ fejlédés soran, mig a
reproduktiv szerveknél a bibében és a kialakulé magkezdeményekben volt erdteljes. A BR-
regulalt differenciacios folyamatok ez esetben is egyez6 lokalizaciot mutattak a fokozott BRI1
kifejez6dés helyeivel.

A szabélyozott BRI1 expresszi6 morfogenikus jelentGségének igazolasara olyan
transzgenikus Arabidopsis vonalakat hoztunk létre, amelyekben a receptor génje jol
karakterizalt, szovetspecifikus promoterek szabalyozasa alatt, ektopikusan fejezddik ki. A
kisérleti novények el6allitasahoz bril muténs hatteret hasznaltunk, a génaktivitdsok konnyebb
detektélasa celjabdl pedig a BRI1 kodold szekvenciat annak C-termindlis végén transzlacidsan
fuzionaltattuk a luciferdz riporterrel. A kimérds kodold szakasz a bril muténsban
helyreallitotta a vad fenotipust, jelezve, hogy a fuzié soran a receptor funkcié maradéktalanul
megOrzodott.

Az ektopikus komplementéacids kisérletek sordn a BRI1::LUC transzgént CAB3
(fotoszintetikus szOvetekben megnyilvanuld), SUC2 (szallitdszdvet-specifikus) és ATHBS8
(prokambium-specifikus) promoterekkel kapcsoltan transzforméltuk a ndvenyekbe.

Valamennyi  transzgenikus  Arabidopsis  esetében  ellendriztik a  kifejezddés



szovetspecificitdsat, majd az egyes vonalak fenotipusat részletesen elemeztiik. A létrehozott
novények minden esetben fertilisek voltak, és mindegyikre jellemzd volt az egyes szervek
aranytalan kifejlédése. A szallitoszovethez kothetdé promoterek (SUC2, ATHB8) nem vagy
alig biztositottak a levelek megnyulésat, a virdgzat és a termés esetében viszont szinte teljes
komplementaciot eredményeztek. A CAB3 promoteres konstrukcional viszont igen erés levél
expanzid, de emellett csokkent méretii szirom és terméshossz volt megfigyelhetd.

Adataink azt mutatjak, hogy az Arabidopsis morfogenikus folyamatainak
zavartalansdgahoz szikséges a BR érzékenyseg finomhangolésa. Ebben fontos szerepe van a
BRI1 expresszio transzkripcids szintli szabalyozésanak, ami a szenzitivitas befolyasolanak
feltehetden csupan egyik, de 1ényeges tényezoje.

A BRI1 expresszioval €s BR szenzitivitdssal kapcsolatos eredményekbdl késziilt
kézirat a Planta cimi folyoiratnal elbiralas alatt van.

Tekintettel arra, hogy a projekt eredményeit még csak részben tudtuk impakt faktoros
folydiratokban publikalni (egy cikkiink biralati, egy masik pedig eldkésziileti stadiumban
van), ezek figyelembe vehetdségét eldsegitendd kérjiik, hogy beszdmolonk értékelésére
lehet6ség szerint az OTKA rendszere altal még megengedhetd késobbi idépontban

keriilhessen sor.

Szeged, 2012. augusztus 31.



