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FELHASZNALT ROVIDITESEK

18S rRNS 18S riboszomalis RNS

4CL hidroxi-fahéj CoA ligaz

ACT B-aktin

bp bazispar

CAD fahéjalkohol-dehidroxigenaz

CCR fahéj-CoA reduktaz

cDNS ,»copy” DNS

CTAB hexadeciltrimethilammonium bromid
DEPC dietilpirokarbonat

DNS dezoxiribonukleinsav

dNTP dezoxinukleozid-trifoszfat

EDTA etilén-diamin-tetraecetsav

GAPDH glicerinaldehid-3-P-dehidrogenaz
HPLC High Pressure Liquid Chromatography
IAA izoamil-alkohol

MQ Milli Q

MRNS hirvivé RNs

OSD Octadecyl silane

PAL fenilalanin-ammonia-liaz

PCR polimeraz lancreakcio

PDA Photodiode Array (fotodioga soros detektor)
PVP polivinilpirrolidon

gPCR kvantitativ polimeraz lancreakcio

R. Rhodiola

RNS ribonukleinsav

RP RNS-polimeraz

rpm fordulat/perc

rRNS riboszoémalis RNS

SSTE natrium dodecil szulfat-tris-HCI-EDTA
TBE tris-borsav-EDTA

TEF transzlacids elongacios faktor

TOP take off point, attorési ciklusszam
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Tris-HCI tris-hidroximetil-aminometan és hidrogén-klorid
UBQ ubikvitin
uv ultraibolya



1. BEVEZETES

A Rhodiola rosea a Crassulaceae csaladba tartozd gyogyndvény. Magyar neve:
illatos rozsas varjuhdj, de roviden csak rézsagyokér (Priszter, 2003). A tradicionalis
gyogyaszat mar évszazadok ota haszndlja, azonban a modern orvoslasban csak az elmult
néhany tiz évben terjedt el. Klinikai vizsgalatok bizonyitjak a novény adaptogén hatésat,
illetve szamos tanulmany késziilt hatoanyagair6l. A gyogyhatéasért felelos hatdanyagok a
fahéj-alkohol glikozidok: a rozin, rovazin és a rozarin, illetve egy fenolglikozid: a
szalidrozid.

A rb6zsagyokérbdl késziilt termékek iranti megndvekedett igény miatt a novény
vadon €16 populacidkat talgylijtotték, igy a természetes allomanyok védelme érdekében
tobb orszagban is védetté nyilvanitottak (Brown et al., 2002).

A gyogyaszatilag fontos hatéanyagok csak a gyokérben és a rizomaban
halmozodnak fel, azonban a felhalmozodott hatdanyagok mennyisége nagymértékben fiigg
a novény koratol. A fiatal, 2-3 éves novény sokkal kevesebbet tartalmaz, mint a
betakaritasra érett, 4-5 éves novény gyokere és rizomaja (Galambosi, 2008). Ennek
kovetkeztében a ndvény termesztése és a hatdanyagok felhalmozodasa hosszadalmas
folyamat.

Az utdbbi években athelyezddott a figyelem a novény teljes extraktumarol az egyes
hatéanyagokra, elsdsorban a szalidrozidra és a fahéj-alkohol glikozidokra, melyeket
Osszefoglald néven rozavineknek is neveznek.

Kutatasunk f6 célja a fahéj-alkohol glikozidok bioszintézisében szerepet jatszo
fahéjalohol-dehidrogenazt kodold gén expresszids vizsgalata kiilonbozd vegetaciods

1dépontokban.



2. CELKITUZES

Munkéank célja a fahéj-alkohol glikozidok bioszintézisében résztvevd CAD
(fahéjalkohol-dehidrogenaz) gén expressziojanak vizsgalata volt Rhodiola rosea
novényben. Ezzel parhuzamosan a vegetacios periodus soran a hatéanyag felhalmozodast
is vizsgaltuk HPLC (High Pressure Liquid Chromatography) segitségével. Munkank fontos
célja volt a fahéjalkohol-dehidrogenaz gén kifejez6dése és a rozavinek felhalmozodasa

kozotti Osszefiiggés vizsgalata.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A Rhodiola rosea jellemzése

3.1.1. Bevezetés

A Rhodiola rosea (illatos rozsas varjuhaj, aranygyokér, rozsagyokér vagy sarki
gyokér) tradiciondlis gyodgyaszatban valo alkalmazésa évszazados hagyomanyokra tekint
vissza Skandinavia, Oroszorszag, illetve Kelet-Eurdpa egyes teriiletein. A nyugati népek
szamara hosszl 1don keresztiil ismeretlen novény csak a XX. szazad masodik felétdl
talalhaté meg a tudoményos irodalomban.

Az elsé feljegyzések a rozsagyokeérrdl Dioszkoridésztél szarmaznak, iu. 77-bél. O
még rodia riza névvel illette a novényt. Késébb — a XVIII. szdzadban — Linné is
tanulmanyozta ¢és tdle szarmazik a ma hasznalatos tudomanyos elnevezése is. Emellett
szdmos gyogyhatasarol is beszamolt. Ezek kozé tartozik a vérzéscsillapité hatds és a
fejfajas kezelése. 1755-ben az elsé svéd gyogyszerkonyv mar emliti a rézsagyokeret
(Brown et al., 2002).

Mongoliaban évszazadokon keresztiil csak kevesen tudtak, hol talalhatdo a
rozsagyokér, illetve, hogyan nyerhetd Ki beldle a hatdanyag. Orvosaik ezt tuberkulozis és
kiilonboz6 rakos sebek gyodgyitasara hasznaltak (Khaidaev et al., 1978).

Mas népek is tradiciondlis gyogyszerként alkalmaztak tobbek kozt alloképesség
fokozasara, magashegyi betegség ellen, kimeriiltség, depresszio, vérszegénység,
impotencia, fertézések illetve gyomor-, és bélrendszeri betegségek kezelésére, valamint
magas ¢€letkor elérése érdekében. A griz hegyvidéki falvakban szokas volt hdzassagkotés
elott rozsagyokeret ajandékozni a termékenység fokozasa, illetve egészséges, életerds
gyermek sziiletése érdekében. Szibériaiak titkos Osi dsvényeken szallitottdk a Kaukazus
hegységbe, ahol tobbek kozt griz gyliimodlesre és mézre cserélték az értékes gydgyndvényt
(Brown et al., 2002).

A rozsagyokeret Skandinavidban és Oroszorszagban évtizedeken Kkeresztiil
intenziven vizsgaltak. Egy orosz kutato — Lazarev — a Rhodiola rosea-t adaptogén
novényekhez sorolta. Adaptogén hatdsat az elérhetd szakirodalom is alatdmasztja (Kelly,
2001, Brown et al., 2002, Panossian et al., 2010 ). A Szovjetunidoban az 1940-es évektol

tanulmanyoztak ¢és olimpikonokon, illetve {rhajosokon tesztelték. A  kutatasok



ravilagitottak arra, hogy a novény fokozza a szervezet stresszre adott valaszat (Vastag,
2007).

Az 1960-as évektdl kezdve végzett farmakologiai, fitokémiai €s klinikai vizsgalatok
szama meghaladja a 180-at, azonban az eredmények jelentds részét szlav, illetve svéd
nyelven publikaltak. Ez is kozrejatszhatott, abban, hogy bar szamos gyogyhatdsa ma mar
alatamasztott, hazankban mégis a kevésbé ismert gyogyndvények kozé sorolhatjuk (Brown
et al., 2002).

3.1.2. Rendszertani besoroldsa és rokonsdga

A Rhodiola rosea rendszertani besorolasat az elmult évszazad soran tobbszor is
valtoztattak, a masodik vilaghaborat kovetéen a Sedum nemzetség Rhodiola
alnemzetségéhez tartozott (Brown et al.,, 2002), ma a Crassulaceae csalad Rhodiola
nemzetségéhez tartozik (Ohba, 1989). 1963-ban Hegi azonositott tobb mint 50 Rhodiola
fajt és sorolta 6ket kiilon nemzetségbe (Brown et al., 2002). Mara mar t6bb mint 200
kiilonbozd Rhodiola fajt ismeriink és ebbél tobb mint 20-at Azsidban alkalmaznak is a
tradicionalis gyogyaszatban. lde tartozik a R. alterna, R. brevipetiolata, R. crenulata, R.
kirilowii, R. qudrifida, R. sachalinensis és a R. sacra (Khanum et al., 2005). Nem
figyelhetd meg éles morfoldgiai kiilonbség a kiillonbozé fajok kozott, igy még ma is
sokszor vitatott, hogy egy-egy egyed a Rhodiola nemzetség melyik fajahoz tartozik. Ennek
ellenére nem keverend6k 6ssze a Rhodiola rosedval, mivel annak hatéanyag Osszetétele

eltér a tobbi fajétol (Brown et al., 2002).

3.1.3. Botanikai leiras

A rozsagyokér (1. abra) 30 cm magas lagyszaru, ével6 novény (Asdal et al., 2006),
de bizonyos él6helyeken elérheti a 70 cm-es magassagot is (Brown et al., 2002). A névény
morfologiailag nagyfoku valtozatossagot mutat, SOkSzor egy populacion beliil is. Viragai
altalaban egyivartiak, azonban el6fordulnak kétivara egyedek is. Sziniiket tekintve a
legjellemzdbb a sarga viragszin, azonban a szinskala a zoldessargatol a pirosig terjedhet.
Szara minden esetben elagazdsmentes, amelyet siirlin boritanak az élénkzold levelek. A
levelek lehetnek hosszukasak, tojasdadok, illetve elliptikusak, azonban a levélalap minden

esetben széles. A levélszél lehet fiirészes, illetve sima (Asdal et al., 2006).



1. abra. Rhodiola rosea (foto: Iman Mirmazloum).

Masodlagos anyagcseretermékei révén a mostohabb koriilményeket is jol tiri. A
téli -30, -40°C-os hidegeket és a nyari 30-35°C-os melegeket is birja. Vastag rizomaja és
pozsgas levelei miatt az atmeneti szarazsagot is elviseli (Galambosi, 2008). Sziklas
teriileteken jol alkalmazkodik a sekély talajréteghez, azonban ilyen koriilmények kozott
fokozottabban igényli a viszonylag egyenletes csapadék-utanpotlast. (Asdal et al., 2006).

A Rhodiola rosea diploid novény, 22 kromoszoémaval rendelkezik (2n=22) (Lid &
Lid, 2005).

3.1.4. Szdarmazdsa és elterjedése

Feltehetden Délnyugat-Kina hegyvidéki teriileteir6l, illetve a Himaldjabol
szarmazik. A Rhodiola rosea cirkumpolaris elterjedésii faj, azonban az északi félgomb
teriiletén, a délebbre fekvd magashegységekben is fellelhetd. Azsiai elterjedését tekintve az
Altaj hegységtél Mongolian at Szibéria egyes teriiletéig talalhatok meg populaciodi, mig
Eurépaban Izlandtol Skandinavian at, illetve a magashegységekben: a Pireneusokban, az
Alpokban, a Karpatokban és a Balkan-hegység magas fekvési teriiletein honos. Emellett
szamos Rhodiola faj talalhato Eszak-Amerika teriiletén tobbek kozott Alaszkaban,
Kanadaban és az Egyesiilt Allamok hegységeiben (2. abra) (Furmanowa et al., 1995,
Brown et al., 2002).
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2. abra A Rhodiola rosea elterjedése (Ohba et al., 1989)

Sziklarepedésekben ¢és tenger kozelében is megél, hiszen jol toleralja a rossz

talajszerkezetet, a gyenge tapanyag-ellatottsagot illetve a sos vizet (Galambosi, 2008).

3.1.5. A rozsagyokér hatoanyagai

A gyogyaszatilag hasznos masodlagos anyagcseretermékeket a gyokér €s a rizoma
halmozza fel.

Orosz kutatok ezekbdl izolaltak eldszor flavonoid tipust vegyiileteket, rodionint,
rodiozint és rodiolint. A fold feletti részekben is taldltak flavonoid vegyiileteket, azonban
ezek nem rendelkeznek gyogyaszati jelentéséggel (Kurkin et. al., 1984). Kés6ébbi kutatasok
eredményei bizonyitottak, hogy a Rhodiola rosea gyokerének kémiai Gsszetétele valoban
kiilonbozik a tobbi Rhodiola fajétol (Kurkin és Zapesohnaya, 1986a).

Rohloff (2002) szerint a szaritott rizoma 0,05% illoolajat tartalmaz, melybdl 75
OsszetevOt azonositott. A két legnagyobb mennyiségben jelenlévé komponens a decanol €s
a geraniol, amelyek a gyokér rozsaillatat adjak.

A kiilonbozd fitokémiai vizsgalatok hat kiilonbozé kémiai csoport jelenlétét
mutattak ki a ndvény gyokerében (Brown et al., 2002). Ezek az aktiv anyagok a kovetkezd
kémiai osztalyokba sorolhatok: fenilpropanoidok, feniletanol-szarmazékok, monoterpének,
flavonoidok, kumarinok ¢és szerves savak. Ezek koziil a kémiai Osszetevok koziil
fenilpropanoidokhoz tartozé fahéj-alkohol glikozidok — rozin, rozarin és a rozavin —
egyediilalloak (Dascaliuc et al., 2008) és a Rhodiola nemzetségen beliil csak a R. rosea-
ban talalhatok meg (Kurkin et. al.,, 1985). A fahéj-alkohol glikozidok és egyéb

11



fenilpropanoidok magas koncentracioju jelenléte csak a rdzsagyokérre jellemzd (Kurkin et
al., 1986, Kurkin és Zapesochnaya, 1986a).

A feniletanol-szarmazékokhoz sorolt szalidrozidot (Brown et al., 2002) elészor
Troshchenko és Kutikova (1967) izolalta a novény gyokerébdl, azonban 6k tirozolként és
ennek glikozidjaként, rodiolizidként azonositottak. Késébb a rodiolizodit szalidrozidként
irtak le (Thieme, 1969). Az 1970-es években a szalidrozidot tartottak a gyogyhatasért
felel6s OsszetevOnek (Kurkin et al., 1986, Saratikov et al., 1987, Saratikov, 1974), amit
elészor Salix triandrdbdl izolaltak 1926-ban. A szalidrozid elnevezés a Salix nemzetség
nevébol szarmazik (Brigel és Beguin, 1926). Késébb Vaccinium vitis-idaeabol (Thieme,
1969), Rhododendron ponticum x catawbiensebdl (Thieme et al., 1969), Betula
platyphyllabol (Shen at al., 1999), Phillyrea latifoliabol (Lanza et al., 2001), Olea
europaébol (Ryan és Robards, 1998) és Syringa vulgarisbol (Kurkin et al., 1990) is
izolaltak szalidrozidot. Bar a Rhodiola nemzetség fitokémiai Gsszetétele fajfiiggd (Kurkin
et al., 1986, Kurkin és Zapesochnaya, 1986a), a szalidrozid a nemzetség Osszes fajaban
fellelhet6 (Ramazanov et al., 1999), azonban mennyisége alacsonyabb, mint a fent emlitett
novényekben (Brown et al., 2002).

Kurkin és munkatarsai (1984) kiilonb6z6 flavonoidokat izolaltak a rézsagyokérbol
(rodionint, rodiozint és rodiolint). A kés6bbi évek folyaman (1986) tovabbi terpenoid
tipust vegyiileteket fedezték fel: roziridolt, roziridint, daukoszterolt és B-szitoszterolt.

Oshugi ¢és munkatarsai (1999), illetve Lee és munkatdrsai (2000) tovabbi
hatéanyagokat izolaltak és azonositottak a R. rosea és a rokon fajok gyokerébdl. Ezek a
hatéanyagok a kiillonb6zd szerves savak, mint példaul a galluszsav, a kavésav és a
klorogénsav, illetve a flavonoidokhoz tartozé katechinek és proantocianidek. Az eddig
felsorolt hatdanyagokon kiviil még kumarinokat és laktonokat vontak ki a rézsagyokérbdl
(Furmanowa et al., 1995). A legutobb leirt vegyiilet a lotausztralin (Agkul et al., 2004).

Az eddigi kisérletek azt bizonyitjak, hogy a fenilpropanoidok — rozin, rozavin,
rozarin (3. abra) — és a feniletanol-szarmazékok — a szalidrozid, tirozol — a gydgyhatasért
leginkabb felelés 6sszetevok (Panossian és Wagner, 2005, Furmanowa et al., 1995, Kurkin
és Zapeshochnaya, 1986a). A természetben a rozavinek és a szalidrozid 3:1 aranyban
halmozodnak fel a rozsagyokér gyokerében. Ennek megfeleléen szabvanyositottak a
kivonat hatdanyagtartalmat is, melynek minimum 3% rozavint és 0,8-1% szalidrozidot kell

tartalmaznia (Brown et al., 2002).
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3. abra fahéj-alkohol glikozidok kémiai szerkezete.
3.1.6. Farmakologiai hatdsa

Orosz kutatok megfigyelései alapjan a kiillonb6z6 stresszfaktorok ellen a szervezet
ellenalloképessége novekszik a Rhodiola rosea kivonat fogyasztasa kovetkeztében. Ezért a
rozsagyokeret az adaptogén novények kozé soroltak csakiagy, mint az Eleutherococcus
senticosus-t (szibériai ginzeng) és a Panax ginsenget (koreai ginzeng). Az adaptogén
kifejezést 1947-ben alkotta meg egy orosz kutatd, Lazarev. Az 6 nevéhez kotddik a
definicié megalkotasa is, mely szerint adaptogén az a novény, mely hatéanyagai fokozzak
a szervezet nem-specifikus ellenalld képességét a kiilonbozo artalmas fizikai, kémiai vagy
bioldgiai stresszfaktorokkal szemben (Kelly, 2001). A késObbiekben pontositottak az
adaptogén novényekkel szemben felallitott kritériumokat, melyek a kdvetkezok:

- A ndvénynek teljes mértékben artalmatlannak és nem-toxikusnak kell lennie a
szervezetre nézve, ugyanakkor nem akadalyozhatja a normalis fiziologiai
mitkodését.

- Nem-specifikus hatassal kell rendelkeznie és fenn kell tartania Szervezet
normalis milkddését a szervezetet érd karos hatasokkal szemben.

- Normalizélnia kell a testi funkcidkat a koros allapotoktdl fiiggetlentil

(Brekhman és Dardymov, 1969 idézte Brown et al., 2002).

Az adaptogén hatason kiviil szdmos egy€b sajatossagat irtak le a rozsagyokérnek. A
hagyomanyos gyogydszatban tobbek kozt erdsitOszernek, faradtsag ellen alkalmaztak
(Furmanowa et al., 1995). Molokovsky és munkatarsai (1989) kisérletei kimutattak, hogy a
R. rosea extraktum csokkenti a vér glikdzszintjét, igy hatdsos gyogymod lehet a
cukorbetegségre.

A rozsagyokér hivatalos kivonata a kisérletek soran tumorgatlo és antimetastatikus

hatast mutatott tobb kiilonboz6 raktipus esetén (Dementieva és Yaremenko, 1987,
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Bocharova et al., 1995). Késobbi kisérletek kimutattak, hogy a kivonat szelektiven gatolja
a sejtburjanzast (Udintsev és Schakhov, 1991).

A rozsagyokérben felhalmozodo vegyiiletek megakadalyozzak a koleszterol és a
trigliceridek felhalmozodasat (Hushbaktova et al., 1989). A Rhodiola rosea és a Panax
ginseng kivonatanak immunstimulans hatasat Galaktyonov és munkatarsai (1991) irtak le.
Antioxidansként segiti az idegrendszer szabadgyokok elleni védelmét, a stressz miatti,
illetve az 1d6 mulasaval fellép6 memoriazavar enyhitését. Az adrenalin, dopamin ¢€s
szerotonin szint szabalyozasaval noveli a kognitiv funkciokat, illetve serkenti a memoriat
(Furmanowa et al., 1998, Durany et al., 1999, Joseph et al., 1999). Az esetek tobbségében
csokkenti a faradtsagot, az ingerlékenységet, dekoncentraltsagot, fejfajast, gyengeséget és
egyéb vegetativ szimptomakat (Krasik et al., 1970 idézte Brown et al., 2002, Darbinyan et
al., 2000).

Szamos egyéb gyogyhatasat bizonyitottak, mint példaul:

- fokozza a fizikai erOnlétet €s javitja az altalanos kozérzetet (Spasov et al., 2000

a,b)

- megel6zi a stressz-indukalt szivproblémakat (Maslova et al., 1994)

- stresszoldo (Brown et al., 2002, Kelly, 2001)

- antidepresszans (Brichenko et al., 1986 idézte Brown et al., 2002, Brown et al.,

2002, Kelly, 2001).

3.1.7. A fahéj-alkohol glikozidok bioszintézis utja a rozsagyokérben

A fahéj-alkohol glikozidok a fenilpropanoid anyagcsere uton a sikimin-sav
ciklusbol szarmaztathatdk a fenilalaninon keresztiil. Ezt a folyamatot az 4. abra mutatja.

Els6 1épésként a fenilalanin fahéjsavva alakul a fenilalanin-ammonia-lidaz (PAL)
enzim segitségével. Ezen a ponton kiiloniil el a bioszintézis Ut a kumarinokhoz,
flavonoidokhoz, ligninekhez ¢és lignanokhoz vezetd ttdl annak ellenére, hogy azonos
tipusu enzimek vesznek részt a fahéj-alkohol glikozidok szintézisében is. A fahéjsav fahé;-
CoA észterré alakul hidroxi-fahéj CoA ligaz (4CL) segitségével, majd ezt az észtert fahéj-
CoA reduktaz (CCR) fahéj-aldehiddé redukalja. Kovetkezé lépésként a fahéj-aldehid
fahéjalkohol-dehidrogenaz (CAD) segitségével tovabb redukalodik fahéjalkoholla, majd
egy vagy tobb cukormolekula kapcsolodasaval l1étrejonnek a fahéj-alkohol glikozidok. Egy
cukormolekula kapcsolddasaval rozin jon létre, majd ehhez attol fiiggden, hogy arabindz

vagy arabinofurandz kapcsolodik, kialakulhat rozavin vagy rozarin. (Gyorgy, 2006).
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Fenilalanin

.L Fenilalanin-amménia-lidz
Faheéjsav
'Ir Hidroxi-fahéjsav-CoA-ligaz
Fahej-CoAeészter
J Fahéj-CoA-reduktsz
Fahgj-aldehid
‘lf Fahejalkohol-dehidrogenaz
Fahejalkohol
J + gliikéz
Rozin
/ + arabindz \+ arabinofuranéz
Rozarin Rozavin

4. abra. A fahéj-alkohol glikozidok bioszintézis utja (Gyorgy, 2006)
3.1.8. Fahéjalkohol-dehidrogendz (CAD)

A fahéjalkohol-dehidrogenaz (CAD, EC 1.1.1.195) katalizalja a fahéj-aldehidek
megfeleld fahéjalkoholla vald alakitasat a fenilpropanoid utban (Ma, 2010; Sibout et al.,
2003; Samaj et al., 1998). Habar a fahéjalkohol-dehidrogenaz széles biologiai funkcioju
fenolos komponensek szintézisében is részt vesz (Samaj et al., 1998), a szakirodalom
foként a lignin bioszintézis kulcsenzimeként emliti (Ma, 2010; Deng et al., 2013; Barakat
et al., 2009). Szamos fajban — Aralia cordataban (Hibino et al., 1993), dohanyban (Halpin
et al., 1992), tobb eukaliptusz fajban (Hawkins and Boudet, 1994; Melis et al., 1999),
Pinus taedaban (O’Malley et al., 1992), lucernaban (Brill et al., 1999), nyarfaban (Van
Doorsselaere et al., 1995), szamdcaban (Blanco-Potales et al., 2002) és teaban (Deng et al.,
2013) — széles korben vizsgalt enzim, azonban csak keveset tudunk a fahéj-alkohol
glikozidok képzddésében jatszott szerepérdl (Mirmazloum és Gyorgy, 2012).

A lignin bioszintézis vizsgalatok sordn tobb ndvénynél is tapasztaltak, hogy mig a
CAD gén expresszigjadban jelentds valtozas volt megfigyelhetd, a lignin tartalom csak
csekély eltéréseket mutatott. Ez foként annak tudhato be, hogy tulajdonképpen nem egy

gén, hanem egy géncsalad vesz részt a kiillonb6zo fahéjalkoholok képzddésében (Barakat,
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2009). Sibout ¢és munkatarsai (2003) cDNS vizsgalatokkal kimutattak, hogy a CAD
enzimnek tobb izozimje létezik, tehdt nem egy enzim képes kotni a kiilonboz6 fahéj-
aldehideket. Az Arabidopsis genombdl 9 ilyen CAD-homologot tudtak azonositani,
azonban ezek koziil csak hdrom vesz részt a monolignol bioszintézisben. A tobbi izoforma
funkcidja még nem meghatarozott (Ma, 2010), azonban az izoformdk valtozatossaga fliigg
tovabba a fejlodési szinttdl és a szovettipustol (Mirmazloum és Gyorgy, 2012).

Az enzim mindezek mellett pH-fiiggd, illetve homérséklet érzékenységet mutat
(Ma, 2010).

3.2. Polimeraz lancreakcio (PCR)

A molekuléris biologia fejléddésével lehetdségiink nyilt a sejtekben végbemend
DNS-sokszorositast in vitro koriilmények kozott leutanozni. A PCR (Polimerase Chain
Reaction = polimerdz lancreakcid) technika a kiilonb6zé nukleinsavak meghatarozott
szakaszainak sokszorositasara alkalmas modszer. Az eljarast 1986-ban Kary Mullis
fejlesztette ki. Talalmanyat 1993-ban Nobel-dijjal jutalmaztak.

A modszer 1ényege, hogy egy tetszéleges DNS-mintardl (templat) DNS-polimeraz
¢és az iniciacidhoz sziikséges két egyszalu oligonukleotid molekula (primer) segitségével,
rovid id6 alatt korlatlan szamti masolatot készithetiink. A primerpar kozrefogja az
amplifikalni kivant szakaszt, majd a polimeraz enzim hatdsara megindul a replikacio.

A folyamat harom f6 1épésre oszthatd: denaturacid, primer tapadas és elongacid. A
denaturacid soran a DNS két szdla a magas hOmérséklet hatasara (90-95 °C) elvalik
egymastol, majd a primerek a DNS-szalak megfelelé részéhez hibridizalnak a szamukra
optimalis hdmérsékleten (45-65°C). Az utols6 1épésben a hdmérséklet emelkedik 72°C-ra,
melyen a polimerdz enzim a primerektdl kiindulva megkezdi az 0j szalak szintetizalasat
(Gyorgy, 2009).

A fent emlitett harom {6 1épés egy folyamat soran 30-40 ismétlésben zajlik le. Ez
alatt a polimerdz enzim az Ujonnan szintetizalt szalakat is templatként hasznélja, igy a
kopiak szdma exponencialisan né. Megfeleld szdmu ciklus utan a kopidk szama eléri azt a
mennyiséget, mely gélelektroforézis sordn mar szabad szemmel lathatova valik. Egy
pikogrammnyi DNS-bél  30-40 ciklust kovetden, néhany ora leforgasa alatt

mikrogrammnyi mennyiséget lehet eldallitani (Hajosné, 1999).
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A polimeraz lancreakci6 alkotoelemei:

- Templat DNS: a vizsgdlandd6 DNS minta, mely tartalmazza a felszaporitani
kivant szakaszt.

- DNS polimeraz: hdstabil enzim, mely végzi a DNS-szal szintézisét.

- Oligonukleotid primerek: 2 darab egyszali molekula, melyektdl elindulva a
polimeraz enzim a meglévd templat mentén uj DNS szalat szintetizal 5° 2 3’
iranyban.

- dNTP mix: szabad nukleotidok, melyeket a polimeraz enzim az altala
szintetizalt DNS-lancokba épit be.

- Puffer, MgCl,: biztositjak az enzim mitkodéséhez sziikséges koriilményeket

(Gyorgy, 2009).

A modszer ma mar széles korben alkalmazott tobbek kozott gének izolalasara,

nukleinsav-analizisre, mutaciok és transzgénikus él6lények azonositasara, bakterialis és
viralis fert6zések kimutatdsara, illetve a génsebészet egyik alapveté modszere (Hajosné,

1999).

3.3. Valos idejii PCR

A valos idejli vagy kvantitativ polimeraz lancreakcio feltaldlasanak eredeti célja a
hagyoméanyos PCR technika kinetikdjanak megfigyelése volt. Csak alkalmazidsa soran
figyeltek fel a modszerben rejld egyéb lehetdségekre, példaul génexpresszids vizsgalatokra
(Higuchi et al., 1992). Ennek kovetkeztében a valos idejii PCR az utdbbi években a DNS
¢s RNS mennyiségi meghatarozasnak és vizsgalatnak vezetd eszk6zévé valt. A modszer a
hagyoméanyos PCR technikdn alapul, azonban a valds idejli PCR sordn a DNS-szalak
szintézise ciklusrdl ciklusra, valos id6ben figyelheté meg. A PCR termékhez adott
fluoreszcens festékkel tudjuk nyomon kovetni folyamatot. A megnovekedett fluoreszcens
jel egyenesen aranyos az amplifikalt PCR termékek szamaval, tehat az adatok valdjaban
nem a DNS mennyiséget mutatjak, hanem a fluoreszcens jelbdl szadmitott értékek. Ha a
szkvenciarészletek bdségesen voltak jelen a mintdban, akkor az amplifikdcios gorbe
koréabbi ciklusban kezd emelkedni, mig ha kevés a DNS minta, késobb.

A reakcioelegyhez adott fluoreszcens festéket egy fényforras gerjeszti, majd az igy
keletkezett fluoreszcens fényt és ennek intenzitdsat egy detektor érzékeli. Ez a folyamat

minden ciklusban végbemegy, majd a PCR késziilékkel 6sszekotott szamitogép diagramon
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abrazolja a kiilonb6z6 ciklusokban kapott adatokat. A reakciot egy exponencialis gorbével

irhatjuk le (Anonymus, 2012).

3.3.1. Valos idejii PCR sordan haszndlatos referenciagének

A wvalos ideji PCR technika folyamdn a génexpresszid pontos mennyiségi
meghatdrozasahoz szamos kisérleti valtozot kell figyelembe venni, mint példaul a kiindulo
anyagok mennyiségét és mindségét, az inhibitorok (gatlok) jelenlétét a kiilonboz6
mintakban, a primer tervezést, és az RNS kivonds és a reverz transzkripcioé hatasfokat. A
kapott adatok megfelelé kiértékeléséhez dontd fontossagu a megfeleld kontroll stratégia
kivalasztasa (Ginzinger, 2002, Huggett et al., 2005). A leggyakrabban alkalmazott kontroll
modszer a valos idejiit PCR soran a riboszomalis RNS-ek (rRNS) és a hirvivd RNS-ek
(MRNS) referenciagénekként valo hasznalata. Ezekkel sziirik a kisérletek soran esetlegesen
megjelend hibakat a génexpresszid meghatarozasnal (Tong et al., 2009). Az ilyen
referencia géneket haztartasi géneknek is nevezik (Chervoneva et al., 2010).

Az idedlis referenciagénnek allando szinten kell kifejezddnie kiilonféle kornyezeti
feltételek és barmilyen kisérleti koriilmények kozott, mint példaul a kiilonbozé fejlodési
allapotok és szovet tipusok (Tong et al., 2009). Emellett megfeleld6 mennyiségben
rendelkezésre kell allnia és szabalyozdsa nem eshet egybe a célgén szabalyozasaval és
minimalis természetes valtozékonysaggal szabad csak rendelkeznie (Chervoneva et al.,
2010).

A kiilonbozd vizsgalatok azt mutatjadk, hogy a legaltalanosabban alkalmazott
referenciagéneket, mint példaul a 18S riboszoémalis RNS-t (18S rRNS), a f-aktint (ACT) és
a gliceraldehid-3-foszfatot (GAPDH) koriiltekintéen kell alkalmazni kontrollként, ugyanis
ezek a gének kiilonbozd kisérleti koriilmények kozott eltérd tulajdonsdgokat mutattak
(Dheda et al., 2004, Suzuki et al., 2000, Bas et al., 2004, Yperman et al., 2004, Barber et
al., 2005, Nicot et al., 2005).

A fent emlitett referenciagének valtozékonysagat az magyardzza, hogy ezek a
gének valoszinlileg nemcsak az alapvetd sejtfunkcidkban vesznek részt, hanem az egyéb,
sejtekben lejatszodd folyamatokban is (Ishitani et al., 1996, Singh et al., 1993). A
megfeleld kontroll gén kivalasztasa fligg a teriilettdl és az elvégzett kisérletek jellegétol
(Thellin et al., 1999).

Dheda és munkatarsai (2004) szerint, ha a kivalasztott haztartasi gén expresszidja

véletlenszeriien ingadozik, a célgének kozotti apré kiilonbségek el fognak veszni, illetve ha
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a kisérleti koriilmények miatt valtozik, akkor az uwjabb normaliziciénal fog hibas
eredményt okozni. Eppen ezért egy stabil referenciagén kivalasztasa kritikus pontja a valos
idejii PCR-rel végzett mennyiségi génexpresszids vizsgalatoknak (Dheda et al., 2004,
Tong et al., 2009).

3.4. A munka kozvetlen elozményei

Korabbi, szakdolgozatomhoz végzett kisérletek soran a fenilpropanoid bioszintézis
ut elsé enzimét, a fenilalanin-ammonia-liazt (PAL) vizsgaltuk. Az enzimet kodolo gén
homolog a primer tervezéséhez hasznalt fajokéval.

Emellett hat kiilonbozd referenciagént vizsgaltunk (18S rRNS: 18S riboszomalis
RNS, ACT: B-aktin, GAPDH: glicerinaldehid-3-P-dehidrogenaz, RP-Il: RNS-polimeraz II,
TEF-II: traszlacios elongacios faktor I és UBQ10: ubikvitin 10), melyek koziil expresszios
mintazatuk alapjan kivalasztottuk a PAL gén vizsgalatahoz leginkabb megfelelé gént. A
vizsgélatok soran a hat héztartdsi gén koziil a 18S rRNS kifejezddése bizonyult a
legstabilabbnak.

Habar korabbi munkank soran a 18S rRNS-t hasznaltuk referenciagénként (Konye,
2012), annak expresszidja a valds idejii PCR soran a jelenlegi célgénéhez képest sokkal
kordbban jelentkezett. Ennek értelmében a fahéjalkohol-dehidrogendz expresszids
vizsgélataink soran, a célgén kifejezddéséhez kozelebb allo, szintén stabil expressziot
muatato B-aktint hasznaljuk.

A tanszéken folyo kutatasok soran a CAD (fahéjalkohol-dehidrogenaz) gén egy
1405 bp hosszu darabjat izolaltak, mely szintén nagyfok( hasonldésdgot mutat mas fajokbol
izolalt CAD szekvencidkhoz. A fahéjalkohol-dehidrogenaz gén expresszids vizsgalatahoz

alkalmazott primerpart az izolalt szekvencia alapjan terveztiik (Mirmazloum et al., 2013)
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Novényanyag

2013. janiusadban az ausztriai Hochkar hegyrdl gytijtéttiink rizoma dugvanyokat.
Ezeket eliiltettiik tézeg, viragfold, perlit 1:1:1 aranyG keverékébe, majd fitotronba
helyeztiik. A fitotron beallitasa 16/8 oras fény/sotét ciklus volt és 17°C nappal, 12°C
¢jszaka, 70%-o0s paratartalom mellett.

3 hetente mintat vettiink a novényekrdl: levél, gyokér és rizoma mintat. Ezeket
gyors tisztitas utan elobb széaraz jégre, majd -70°C-ra tettiik a késobbi vizsgalatokig.

A HPLC vizsgalatok soran 7 novény, két szovetének (gyokér és rizéma), Ot
kiilonb6z6 idépontban gylijtoétt mintdjanak (Jun. 7., Jun. 27., Jul. 18., Aug. 9., Aug. 28.)
hatdéanyagtartalmat vizsgaltuk, mig a génexpresszids kisérletekhez csak 1 novény szoveteit
(levél, gyokér és rizoma) alkalmaztuk. A génexpresszios vizsgalatokhoz gylijtott névényi

szovetek a HPLC vizsgalattal megegyez6 idépontokbol szarmaznak.

4.2. A mintak HPLC vizsgalata

Az 6t kiilonb6z6 idépontban szedett Rhodiola rosea minta glikozid (rozin, rozavin,
rozarin és szalidrozid) tartalmat HPLC (High Pressure Liquid Chromatography)
technikaval vizsgaltuk.

A mintékat egy éjszakan keresztiil 50°C-on szaritottuk, majd tovabbi elokészitésiik
a kovetkezd protokoll alapjan zajlott: 0,05 g szdvetet 1,5 ml metanolban 30 percen
keresztiil ultrahangos szonikatorban extrahaltuk. Ezt kovetéen 10 percig centrifugaltuk
12000 rpm fordulatszdmon, majd a feliiluszot sziirtiik €s a szlirletbdl 100 pl-t HPLC csdbe
pipettaztunk és 400 ul metanollal higitottuk.

A HPLC kivitelezése Martonvasaron, a Magyar Tudomanyos Akadémia
Agrartudomanyi Kutatokdzpont Mezdgazdasagi Intézetében Waters 1525 késziiléken
binaris pumpaval, 717 autosampler fiolakban, 2998 PDA detektorral tortént. Allofazis
Thermo Hypersil ODS 250x4,6 5 um-es oszlop, mig a mozgofazis MQ viz és acetonitril
volt, melynek térfogatarama 1,0 ml/min. A folyamat 40°C-on zajlott, a detektalas 205 és
254 nm-en UV detektorral tortént. A retencios id6 és a spektralis adatok Osszevetésére a
Rhodiola rosea Standartds Kit-et (ChromaDex) alkalmaztuk. A mennyiségi meghatarozast
a csucsok teriiletébdl végeztik. A meghatarozott komponensek mennyiségét mg-ban

hataroztuk meg 100 g szaraz tomegre vonatkoztatva.
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4.3. Génexpresszios vizsgalatok valos ideji PCR-rel

4.3.1. RNS kivonas

A fahéjalkohol-dehidrogendz enzim expresszids vizsgalatahoz 6t idépontban (Jun.

7., Jun. 27., Jul. 18., Aug. 9., Aug. 28.) szedett, harom kiillonb6z6 ndévényi szévetbol (levél,

gyokér, rizoma) izolaltunk RNS-t a kdvetkezd protokoll alapjan:

1.

10.

A folyékony nitrogénnel eldorzs6lt ndvényanyagot mintanként legalabb 4 darab
2 ml-es Eppendorf cs6be osztjuk szét.

Minden egyes cs6be 700 ul 65°C-ra elomelegitett extrakcios puffert (2% CTAB
(hexadecyltrimethylammonium bromide), 2% PVP (polyvinylpyrrolidone,
Mol. WT 360,000), 100 mM Tris-HCI (pH 8.0), 25 mM EDTA, 2.0 M NacCl,
0,5 g/LL spermidine) adunk. Ezutan 10 percig 65°C-on inkubaltuk a mintakat,
mikézben néhanyszor vortexeltik a megfeleld homogenizacio elérése
érdekében.

Ezutan ramériink 700 ul kloroform:izoamil-alkohol (IAA) keveréket (24:1),
majd szobahémérsékleten centrifugaltuk 3 percig 13000 rpm fordulatszamon.

A kloroform:izoamil-alkoholos tisztito 1épést megismételtiik.

A feliiluszot tiszta Eppendorf cs6be pipettaztuk, majd %4 mennyiségii 10 M-0s
littum kloridot mértiink ra és Ovatosan Osszekevertiik és egy éjszakara 4°C-ra
helyeztiik.

A mintékat 4°C-on 20 percig centrifugaltuk 15000 rpm fordulatszamon, majd a
feliiluszot ledntottiik.

A csapadékot 500 pl 70% jéghideg etanollal mostuk (10 perc, 13000 rpm). Ezt
a l1épést megismételtiik.

A tiszta RNS csapadékot 100 ul SSTE pufferben oldottuk vissza. Az azonos
mintakat egy Eppendorf csébe Osszesitettiik.

A csOvekben 1évé mintdkra azonos mennyiségii fenol:kloroform:IAA keveréket
(25:24:1) mértiink majd 13000 rpm fordulatszamon 5 percig centrifugaltuk és a
feliiluszot tiszta csObe vittiik at.

Kétszeres mennyiségili jéghideg abszolut etanolt adtunk a feliilluszohoz, majd fél

orara -70°C-ra helyeztiik.
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11. Végiil 4°C-on 20 percig centrifugaltuk 15000 rpm fordulatszamon, majd a
csapadékot jéghideg 300 pl 70%-os etanollal mostuk. A mosott mintakat
vakuum centrifugaban szaritottuk 5 percig, majd az RNS-t 30 ul DEPC-vizben
oldottuk vissza.

Az RNS mintak mennyiségi meghatarozasat ¢s mindségi ellendrzését Nanodroppal

illetve 1%-os TBE agar6z gélen valo gélelktroforézissel végeztiik.

4.3.2. DNaz kezelés

A DNaz kezelést Thermo Scientific DNase | RNase-free (Fermentas, Biocenter,
Szeged) segitségével végeztik. Az RNS mintdk DNS mentesitéséhez a korabbi
NanoDropos mérés alapjan 1,5 ng RNS-t, 3 ul 10x reakcidpuffert (10x reaction buffer with
MgCl,), 3 ul DNase I.-t mértiink 6ssze PCR csovekbe majd ezt a reakcidelegyet 30 pl
végtérfogatra egészitettiik ki DEPC vizzel. A reakcidelegyet 37°C-on 30 percig inkubaltuk,
majd 3 pl 50 mM EDTA hozzaadasaval tovabbi 10 percig inkubaltuk 65°C-on, melynek
kovetkeztében a reakcio leallt.

A kezelést kovetden a mintdk RNS mennyiségi ¢és mindségi ellendrzését

Nanodroppal és gélelektroforézissel végeztiik el.

4.3.3. Reverz transzkripcio — cDNS szintézis

Reverz transzkripcid soran az izolalt, DNS-mentes RNS-bdl egyszalu cDNS-t
szintetizaltunk RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase-zal (Fermentas, Biocenter,
Szeged). A cDNS szintézist minden esetben random hexamer primerrel végeztiik.

A reakcioelegyet PCR csovekbe mértiik 6ssze a kovetkezd protokoll alapjan: 12 pl
veégtérfogatba 0,5 pg RNS-t, 1 pl primert és ezt kiegészitettiik nukledz-mentes vizzel 12 pl-

re. Ehhez a mixhez adtuk hozza az alabbi tablazatban felsorolt 6sszetevoket (1. tablazat).
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1. tablazat. A ¢cDNS szintézis reakcidelegyének tovabbi dsszetevoi.

5x reakcios puffer 4 ul
RiboLock™ RNase Inhibitor (20 u/pl) 1 pl
10 mM dNTP Mix 2 ul
RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase (200 u/pl) 1 pl
x 20 pl

A reakcidelegyet Osszekevertiik, majd inkubaltuk el6szor 5 percig 25°C-on, majd
60 percig 42°C-on, végiil pedig 5 percig 70°C-on.

A  mintdk mennyiségi ¢és mindségi ellendrzését 1%-os TBE agaroz
gélelektroforézissel végeztik el. Az elektroforazist 60 V-on 5 percig végeztiik, hogy a
cDNS éppen csak kilépett a zsebb6l. A Quantity One programban a Density at Box
funkcidval ellendriztiik a savok jelerdsségét, és az azonos cDNS koncentracio elérése
érdekében, sziikség esetén higitottuk a mintakat.

A mintékat felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

4.3.4. Primerek

A val6s idejli PCR kisérletek soran a fahéjalkohol-dehidrogenaz (CAD) enzim
kifejezddését vizsgaltuk kiillonbozé Rhodiola rosea szovetekbdl készitett cDNS mintakon.
Referenciagénként a B-aktin (ACT) hdztartasi gént hasznaltuk. Az alkalmazott primerek
mindkét esetben a tanszéki tervezésiiek voltak.

A primerek bazissorendjét a 2. tablazat tartalmazza.

2. tablazat. A génexpresszios vizsgalatok soran alkalmazott primerek nukleotidsorrendje.

Primer neve Primer szekvenciaja

CADF CTCAGACGCAGCTAGGATG

CADR TTCAAAAGCGAAATGTACGACTC
ACT-F GTGCCTGCCATGTATGTTGCCA
ACT-R CAGTGGTGGTGAACATGTACCCYC

4.3.5. Valos idejii PCR

A valés idejii PCR-t Corbett Research gyartmanyt Rotor Gene 6000 (6 csatornas
QIAGEN) késziilékben végeztikk, mely a kvantitativ analizis mellett j6 felbontasu

olvadaspont-analizis (,,Melting Analysis”) funkcioval is rendelkezik.

23



Viszgalataink soran a SensiMix™ SYBR No-ROX Kit-et (Bioline, Csertex,
Budapest) alkalmaztuk.

Munkank soran az el6z6 pontban kapott cDNS-eket 4x-es higitasban hasznaltuk a
valos idejii PCR vizsgalathoz, illetve egy minta esetében 16x-os és 64x-es higitast is

alkalmaztunk. A gPCR-hez hasznalt reakcioelegy Osszetételét a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat. A qPCR-reakcioelegy dsszetétele.

2x SensiMix™ SYBR No-ROX Mastermix | 6,2 ul
forward primer (10 mM) 0,5 ul
reverse primer (10 mM) 0,5 ul
CDNS-templat 2,2 ul
Steril MilliQ-viz 2,4 ul

A reakciok soran alkalmazott primer-kombinaciokat a 4.3.4. pont tartalmazza. A
felhasznalt cDNS-ek az alabbi ndvényi szovetekbdl keriiltek izolalasra: levél, gyokér és
rizoma. A kisérletek harom ismétlésben torténtek szovettipusonként, minden esetben
negativ kontroll hasznalata mellett.

A gPCR paraméterei a 4. tablazatban lathatoak illetve az olvadaspont analizis
paraméterei a kovetkezoképp alakultak: felfiités 66 °C-t6l 99 °C-ig, 0,5 °C-onként, majd
90 masodperc varakozas az elsé ,,melt” 1€pés elott, illetve 2 masodperc varakozas minden
1épés utan. A vizsgalat 40 ciklust tartalmazott, illetve a valasztott csatorna: Melt A on

Green.

4. tablazat. A qPCR paraméterei.

DNS-polimeraz aktivitdsa | 95 °C 10 perc
Denaturacio 95 °C 30 mp
Primer tapadas 59 °C 1 perc
Polimerizacio 72 °C 1 perc

Az amplifikacios gorbék elemzése soran nemcsak mindségi, hanem mennyiségi
elemzést is végeztiink. Ezt az informaciot az attdrési ciklusszam vagy mas néven a ,,take
off pont” (TOP) adja meg. Ez az érték annak a ciklusnak a szama, ahol a detektalt

fluoreszcens jel exponencialisan kezd novekedni.
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A relativ expresszios értékek szamitasat REST (Pfapfl et al., 2002) szoftver

segitségével végeztiik el.
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5. EREDMENYEK

5.1. A mintak HPLC vizsgalata

A HPLC vizsgalat eredményeit a 5. és az 6. abra szemlélteti. A diagram a 7

ndvényegyed hatdanyag mennyiségének atlagos értékeit mutatja.

Gyokeér
1,4
1,2
M rozarin
M rozavin
M rozin

m fahéj-alkohol

M szalidrozid

M tirozol

Jun.7 Jun. 27 Jul. 18 Aug. 9 Aug. 28

5. abra A gyokérben talalhat6 hatéanyagok mennyisége a vegetacios periodus sorian (mg/100g szarazanyag).

A gyokér hatéanyagfelhalmozasa soran megfigyelhetd a kiilonbdzo hatéanyagok
mennyiségének valtozasa a vegetaciés ciklus alatt, azonban a hatdéanyagtartalom
Osszetétele megkozelitdleg azonos marad. Megfigyelhetd tovabba egy tendencia, mely
szerint a nyar eleji mintdkban detekhatok a legnagyobb mennyiségben a kiilonb6z6
hatéanyagok, nyar kozepén, a juliusi mintdkban a legalacsonyabb a szintjilk, majd ezt
kovetden ismét novekedés figyelheté meg. Minden vizsgalati idépontban a szalidrozid és a
tirozol tartalom mennyisége a legszamottevébb, mig rozavin és a rozin ezekhez

viszonyitva csekély mértékben van jelen gyokérben.
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RizOma

4,0

M rozarin

M rozavin

W rozin

H fahéj-alkohol

M szalidrozid

M tirozol

Jun. 7 Jun. 27 Jal. 18 Aug. 9 Aug. 28

6. abra A rizomaban talalhat6 hatoanyagok mennyisége a vegetacios periodus soran (mg/100g szarazanyag).

A rizéma hatdnyag tartalmaban jelentésebb eltérések detektalhatok a kiilonbozd
vegetacios fazisok soran, mint a gyokérben, azonbanaz egyes komponensek minden
esetben nagyobb mennyiségben voltak kimuathatok. A masodlagos anyagcseretermékek
felhalmozoddasa eltéré tendenciat mutat. Kezdetben névekszik (jun 7. és jun. 27 kozott),
majd ezt kovetden szamottevd csokkenés figyelheté meg. A gyokérrel ellentétben,
rizomaban a szalidrozid és a tirozol mellett szamottevé a rozarin-tartalom is. Tobb
idépontban is a rozarin volt legnagyobb mennyiségben detektalhato komponens. A rozavin
€s a rozarin is nagyobb mennyiségben mutathatd ki rizomabol, mint gyokérbol, mig a
fahéjalkohol-tartalom megkozelitéleg allandd mennyiségben van jelen a vegetacio soran az

egyes szervekben.
5.2. Génexpresszios vizsgalatok valos ideji PCR-rel

5.2.1. RNS kivonas

Az izolalt RNSek mennyiségi és mindségi ellendrzését kovetden, azeredmények
alapjan megallapitottuk, hogy a kivonas minden mintaban sikeres volt, azonban az RNS
koncentraci6 tobb mintdban nagymértékben eltért. A Nanodroppal mért adatokat a

kovetkez6 (5. tablazat) tartalmazza.
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5. tablazat Az izolalt RNS mennyiségi ellendrzése.

Minta ng/ul
Levél 120,7

Jun.7 | Gyokér 1,9
Rizdma 15,08
Levél 215,7

Jun. 27 | Gyokér 10,1
Rizdma 18,5
Levél 122
Jul. 18 | Gyokér 105,4
Rizdéma 79,9
Levél 145,2
Aug.9 | Gyokér 151,6
Rizéma 114,1
Levél 50,4
Aug. 28 | Gyokér 121,3
Rizdma 102,9

A tablazatban feltiintetett adatokbol latszik, hogy a junius 7-i és a 27-i mintabol

nem sikerlilt megfeleld mennyiségi RNS-t izoldlnunk a késébbi munkik eredményes

elvégzéséhez. Ezeket a mintdkat a késdbbiekben nem vizsgaltuk.

5.2.2. DNaz kezelés

Mindegyik RNS minta tartalmazott DNS szennyezddést, igy a juliusi és az
augusztusi mintdkat DN4z kezeltiik. A kezelés elvégzéséhez sziikséges RNS mennyiséget
az el6z6 pontban ismertetett tablazat alapjan szdmitottuk ki.

Az ismételt mennyiségi ellenérzés eredményét az 6. tablazat tartalmazza.

6. tablazat A DNaz kezelt RNS mintdk mennyiségi ellendrzése.

Minta ng/ul
Levél 94,8
Jul. 18 | Gyokér 84,2
Rizdma 49,1
Levél 94,6
Aug.9 | Gyokér 98,1
Rizdma 43,7
Levél 37,1
Aug. 28 | Gyokér 35,1
Rizdma 27,9
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5.2.3. Reverz transzkripcio — cDNS szintézis

A reverz transzkripcié utdn ismételt mennyisé€gi és mindségi ellendrzésre keriilt sor,
gélelektroforézis segitségével. A mintdk koncentracidja — ahogy a gélképen is jol latszik —
nem volt azonos (7. abra), igy a Quantity One program Density at box funkcidjaval,

megmértiik a savok erdsségét. Ezt szemlélteti a 8. dbra.

levél  gyokér rizoma levél gyokér rizoma levél  gyokér rizoma

N Y. JAN J
Y Y - Y

Aug. 28 Jul. 18 Aug. 9

7. abra A 3 idépontban gyiijtott szovetekbdél izolalt cDNS-ek.

Area 24.71 "2
. 5 Beam - - ) (46.90, 5.60) te (55.80, 9.501 mm
: Wolume: 7960062 Int & mm”~2
Average Quantity: 225331 Int

I —
8. abra A program Density at box funkciéja

Az igy kapott eredményébdl (Average Quantity) szamitottuk ki az azonos

koncentraciohoz sziikséges higitas mértékét. A mért adatokat a 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat Average Quantity értékek

Minta Average Quantity
Levél 3364
Jul. 18 | Gyokér 3207
Rizdma 3889
Levél 4040
Aug.9 | Gyokér 2724
Rizdma 3484
Levél 1232
Aug. 28 | Gyokér 1750
Rizdma 1294
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A mintak koncentracidja a higitasi folyamat utan azonosnak tekinthetd (9. abra). A
késobbiekben ezeket a higitott cDNS-eket alkalmaztuk a valos idejii PCR alapjaul.

levél  gyokér rizoma levél gyokér rizoma levél  gyokér  rizoma

A oA\ =

Aug. 28 Jul. 18 Aug. 9 -

9. abra Az izolalt RNS mintak higitas utan.

5.2.4. Valos idejii PCR

A valés idejii PCR reakcio soran egy 102 bp-0s fragmentum amplifikalodott. A
reakcio 90%-os amplifikacids hatékonysagot ért el minden egyes ciklus soran. Az olvadasi
gorbe megerdsitette (10. abra) a PCR termék specifitasat. A negativ kontrollokban nem

volt detektalhato amplifikacio.

i T T T 7 T u
g 75 an 83 a0 93 100

deg.

10. abra abra Az amplifikalt termékek olvadas gorbéje. A késziilék minden esetben 82 fokon detektalta a csucsot.

A CAD gén relativ génexpresszios értékeit az alabbi abrakon szemléltetjiik (11.,
12., és 13. abra).
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1,2

0,8

0,6

0,4

0,2

Levél

AN

AN

Jul. 18 Aug.9 Aug. 28

11. abra A CAD gén relativ génexresszios valtozasa levélben.

1,8
1,6
1,4
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

Gyokeér

Jul. 18 Aug. 9 Aug. 28

12. abra CAD gén relativ génexresszios valtozasa gyokérben.
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Rizdma

0,9
0,8
0,7

0,6 /
05 ~—_ /

0,4
0,3

0,2
0,1

Jul. 18 Aug.9 Aug. 28

13. abra CAD gén relativ génexressziés valtozasa rizomaban.

A harom idOpontban gytijtott, hArom ndvényi szovet génexpresszios profilja alapjan
elmondhatjuk, hogy rizoémaban és gyokérben a fahéjalkohol-dehidrogenaz gén expresszidja
hasonlo volt, mig levélben ettdl eltérd, ellentétes irdnyt kifejezddést detektaltunk.
Levélben a relativ expresszios értékek augusztusra szdmottevéen lecsokkentek és ezt
kovetden megkozelitdleg azonos szinten maradtak. Gyokér és rizoma esetében is
megfigyelhetd ugyan csokkenés, azonban a vizsgalt idészak végére az expresszids értékek
ebben a két szervben a vizsgalt idészak végére ismét ndvekedd tendenciat mutattak. Az
expresszios értékek, illetve a novekedés mértéke gyokérben nagyobb mértékii volt, mint

rizOmaban.
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6. EREDMENYEK MEGVITATASA

Az elvégzett munka eredményei alapjan elmondhatjuk, hogy a HPLC vizsgalat
soran sikeresen meghataroztuk a Rhodiola rosea szoveteinek hatéoanyagtartalmat, illetve a
valds idejii PCR soran alkalmazott primereck megfelelének bizonyultak a génexpresszio
elemzésére, melynek kovetkeztében a fahéjalkohol-dehidrogenaz gén expresszios
mintdzatat vizsgalhattuk a vegetacio6 soran.

A glikozidok felhalmozodasardl csak korlatozott mennyiségii irodalmi adat all
rendelkezésiinkre. Bozhilova (2011) a szalidrozid tartalom valtozasat vizsgalta egy
vegetacios perioduson beliil. Szerinte a szalidrozid tartalom két maximummal rendelkezik,
a vegetacios periddus elején és végén, mig mennyisége a virdgzas alatt szdmottevden
lecsokken. A rozavinokra vonatkozdan irodalmi adat nem &ll rendelkezésiinkre
(Mirmazloum et al., 2013). A HPLC-vel végzett kisérleteink soran a gyokér szoveteibol
meghatarozott dsszglikozid-tartalom a Bozhilova éltal leirt tendenciat mutatja, azonban a
rizomabol nyert glikozidok felhalmozodasa nem az irodalmi adat szerint alakult. A
hatdéanyag-tartalom viragzasig emelkedik, azt kovetden jelentés mértékben csokken, majd
az altalunk vizsgalt idészak végéig megkozelitéleg azonos szinten marad.

Sibout ¢és munkatarsai (2003) Arabidopsis-ban 2, mig Barakat és munkatarsai
(2009) Populus-ban 13 CAD izoenzimet vizsgaltak. A kisérletek soran az izozimek
szovetenként eltérd expresszids szintet mutattak. Kisérleteinkben a relativ expresszios
értekek szintén szovetenként eltéréseket mutattak. A dolgozat alapjat képzd kisérletek
soran csak egy izoformat vizsgaltunk, azonban tanszéken tovabbi formak azonositasara és
vizsgalatara vonatkozo kisérletek mar megkezdddtek.

Kezdetben, gyokérben és levélben azonos, mig rizomaban alacsonyabb szintli
expresszio volt megfigyelhetd, azonban a virdgzas utan az expresszid szamottevObb
mértkében csokkent a levélben, mint a gyokérben vagy a rizomaban. Ezt kovetden a
levélben ismét csokkenés, mig a gydkérben és a rizoméaban novekedd expressziot
detektaltunk. Ennek mértéke gyokérben jelentdsebb volt.

Habar a gyokér relativ génexpressziods profilja szintén csokkenést mutat, azonban a
glikozid-tartalom csokkenése a viragzas kezdetére, mig a génexpresszidos csokkenés a
virdgzas végére tehetd. Rizdmaban azonban mig a CAD gén expresszidjaban a vegetacio
végére ismételt emelkedés figyelhetd meg, addig a hatdéanyag-tartalom a virdgzastol

folyamatosan csokkend profilt mutat.
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A hatodanyagtartalom meghatarozas soran detektalt komponensek Osszetétele a
vegetacios periodus soran gyokér esetében az irodalmi adatok alapjan alakult, mig
rizomaban nem. A génexpresszids vizsgalat soran tapasztalt relativ expresszios értékek
szovetenkénti polimorfizmusat az irodalmi adatok szintén alatamasztjak (Bozilova, 2011).

A fahéjalkohol-dehidrogendz gén miikodése és a hatdanyagfelhalmozdodas kozott
Osszefliggést nem taldltunk. Ennek hatterében feltételezhetéen a kiillonbdzd izozimek

jelenléte all, melyeket a késdbbi kutatasok soran szeretnénk vizsgalni.

34



7. OSSZEFOGLALAS

A Rhodiola rosea adaptogén hatasti gyogynovény, melynek jotékony hatésait
évszazadok oOta ismerik és alkalmazzak a tradiciondlis gyogyaszatban. Hatdéanyagainak és
gyogyhatasainak vizsgalatarol szamos irodalmi adat ¢és klinikai vizsgalat all
rendelkezésiinkre. Mara mar a modern orvostudomany is elfogadja a szervezetre gyakorolt
jotékony hatasat. A legfontosabb hatéanyagainak a fahéj-alkohol glikozidokat (rozin,
rozavin, rozarin) és a szalidrozidot tartjak. Ezek bioszintézisének egyik enzime a
fahéjalkohol-dehidrogendz (CAD), mely a fahéj-aldehidet fahéjalkoholld alakitja. A lignin
bioszintézisben aktivan kutatott eznim, azonban a fahéjalkoholok bioszintézisében jatszott
szerepérdl kevés informacio all rendelkezésiinkre.

Munkank soran ennek a génnek az expresszidjat vizsgaltuk valds idejic PCR-rel
Rhodiola rosea novény kiilonb6z6é szoveteiben, a vegetacido soran. Ezzel parhuzamosan
HPLC (Hight Pressure Liquid Chromatography) technikéval a vegetacios periddus soran
felhalmozo6do hatdanyag-tartalmat vizsgaltuk, majd Osszevetettiik a CAD gén expresszios
mintazatat a hatéanyagtartalom-valtozassal.

A valos ideji PCR vizsgalat soran alkalmazott primer par korabbi tanszéki
kutatdsok eredménye. A fahéjalkohol-dehidrogendz expresszidja minden egyes ndvényi
szovetben (levélben, gyokérben és rizOmaban) kimutathatd volt. A kapott expressziods
adatokbol REST szoftverrel relativ génexpresszids értékeket hataroztunk meg. A kapott
értékek alapjan a levélben az expresszid viragzas utan lecsokkent, majd tartosan alacsony
szinten maradt. Gyokérben és rizomaban szintén megfigyelhetd volt a virdgzas utani
expresszios csokkenés, azonban ez a vegetacio végére ismét novekvd tendenciat mutatott.

A hatoéanyagtartalom meghatarozas soran a komponensek mennyiségét mg/100g
szérazanyagban hataroztuk meg. Gyokérben a hatdbanyagmennyiség meghatarozasakor két
maximumot detektaltunk: az els6t a vegetacios periodus kezdetén, a masodikat pedig
vegetacio végén. Viragzaskor a hatdanyagtartalom jelentdsen lecsokken, azt kdvetden
azonban ismét ndvekvO tendencidt mutatnak az értékek. Rizdmaban azonban csak egy
maximum volt megfigyelhetd kozvetleniil a virdgzasi periddus eldtt. Virdgzaskor a
hatéanyagtartalom szintén szamottevden lecsokkent, azonban rizoma esetén tartdsan ezen a
szinten maradt.

A fahéjalkohol-dehidrogendz gén expresszidja €s a hatdéanyag-valtozas Gsszevetése
soran megallapitottuk, hogy a gén relativ kifejezddése €s a hatdanyagtartalom valtozasa

kozott nem volt detektalhatod Osszefiigges.
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8. KOSZONETNYILVANITAS

Ezlton szeretnék koszonetet mondani mindazoknak, akik munkam soran, valamint
szakdolgozatom elkészitésében segitségemre voltak.

Koszonettel tartozom Dr. Pedryc Andrzej Tanszékvezeté Urnak, aki lehetSséget
biztositott dolgozatom elkésziiléséhez.

Aldozatos munkajaért halas vagyok témavezetémnek, Dr. Gyorgy Zsuzsannanak,
aki idejét és energiajat nem sajndlva segitette munkamat dolgozatom elkészitését.

Koszonetemet szeretném kifejezni Iman Mirmazloumnak a munkam soran nyujtott
segitségéért.

Tovabba koOszonettel tartozom Genetika ¢és Novénynemesités Tanszék

munkatarsainak a timogatasaért.
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