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1. BEVEZETES

A Rhodiola rosea a Crassulaceae csaladba tartozé tradicionalis gyogynovény. A
modern orvostudomany adaptogén novényként ismeri (Kelly, 2001). Tébbféle gyogyhatast
tulajdonitanak neki: tobbek kozott serkenti a kozponti idegrendszer mitkddését (Kurkin és
Zapesochnaya, 1986), jotékonyan hat a hosszl tdvii memoridra és a koncentracids képességre
(Furmanova et al., 1999), tobbféle jotékony hatast gyakorol a szivre (Kelly, 2001; Lishmanov
et al., 1993; Lishmanov et al., 1997; Wang et al., 2009; Zhang et al., 2009), illetve szerepe
lehet a rak lekiizdésében (Bocharova et al., 1995).

Adaptogén hatasat f6 hatéanyagainak, a szalidrozidnak és a rozavineknek tulajdonitjak
(Furmanova et al., 1995), ezek foként a gyokérben és a rizomaban halmozodnak fel. A
novényben felhalmozodo szalidrozid tartalom széles skalan valtozik, irodalmi adatok alapjan
a termOhelyi adottsagok is befolyasoljak (Tasheva és Kosturkova, 2012; Malnoe et al., 2009).

A tirozin-dekarboxildz gén variabilitas vizsgalatahoz egy, a Tanszéken folyd munka
eredménye adta az alapot. Iman Mirmazloum PhD hallgaté megfigyelte, hogy amennyiben
mas populaciobol szarmazd egyedek DNS-ét hasznalta a TyrDC gén szekvencidjanak
meghatarozasahoz, kis mértékben, de eltérd szekvenciadkat kapott. Jelen kutatas a szekvenalasi
hibak kizarasat célozta. Sok kiilonboz6 termdhelyrél szarmazo Rhodiola rosea egyed DNS-
¢bdl amplifikaltuk a TyrDC gén ORF-jét és az egypontos nukleotid polimorfizmusok
kimutatdsdra kivaléan alkalmas SSCP technikdval vizsgaltuk valdéban tobb eltérd
szekvenciarol van-e szo.

A tirozin-dekarboxilaz enzim a szalidrozid bioszintézis egyik kulcseleme, a tirozint
tiraminna redukalja (Gyorgy, 2006). Feltételezhetd, hogy a tirozin-dekarboxildz felel6s lehet a
kiilonbozé termdhelyeken talalt nagyon eltérd szalidrozid tartalomért, ezért érdemes
megvizsgalni a kiilonb6z6 populaciokbdl szarmazo roézsagyokér mintak tirozin-dekarboxilaz
génjeit, ¢s regisztralni a kiilonbségeket, illetve, hogy hany génvaltozat 1étezik. A mintak koziil
haromnak a szekvenciajat IS meghataroztuk, és bioinformatikai programokkal
Osszehasonlitottuk egymassal illetve a Génbankbol letoltott mas szekvenciakkal. Emelett
megvizsgaltuk az NCBI adatbazisban fellelhetd tobbi tirozin-dekarboxildz szekvenciat is,
azzal a céllal, hogy lassuk el6fordul-e mas fajokon beliil is, hogy tobb szekvenciavaltozata

van ennek a génnek.



2. CELKITUZES

Kutatasunk célja a tirozin-dekarboxildz gén variabilitasanak felmérése volt. A

primereket a tanszéken folyo el6zetes kutatas alapjan a TyrDC gén teljes ORF-jére terveztiik.

Célunk egymastol tavol es6 populaciokbdl szarmazoé minél tobb egyed vizsgalata volt

SSCP technikéval, tovabba néhany minta esetében a szekvencia meghatarozasa is.

A munka soran PCR-rel amplifikaltuk a tirozin dekarboxilaz enzimet kodolé ORF-et.
Osszesen 142 Rhodiola rosea egyed DNS-ét hasznaltuk fel.

Agaroz gélelektroforézissel ellendriztiik az amplifikéacio sikerességét.

SSCP technika alkalmazasaval vizsgaltuk a szekvencia variabilitasat.

Néhany minta esetében meghataroztuk a TyrDC gén szekvenciajat ¢és ezeket
Osszehasonlitottuk egymassal.

Letoltottiik és elemeztiik az NCBI Génbankban elérhetd noveényi TyrDC szekvencidkat.



3. IRODALMI ATTEKINTES
3.1. A Rhodiola rosea jellemzése
3.1.1. Bevezetés

A Rhodiola rosea jotékony hatasait sok évszazaddal ezel6tt felfedezték. Dioscorides
okori gordog orvos mar i.sz. 77-ben leirta alkalmazéasi mddjait a De Materia Medica cimi
miivében (Brown et al., 2002). Franciaorszagban és Svédorszagban mar a XVII-XIX.
szazadban gyogyaszati céllal alkalmaztak. Izlandon és Németorszaghan a népgyogyaszati
felhasznaldasa ismert. Foként agyi teljesitmény novelésére és erds fejfajas enyhitésére
ajanlottak (Shevtsov et al., 2003). El6szor a volt Szovjetunioban kezdték el komolyan kutatni
a gyogyhatasait, de ezeket a kutatasokat katonai titoknak mindsitették, igy az eredményeknek
csak kis részét publikaltak. A nyugati vilag jocskan lemaradva, csak a 90-es évektdl

foglalkozik a Rhodiola rosea tanulmanyozasaval (Vastag, 2007).
3.1.2. Rendszertan és rokon fajok

A Rhodiola rosea (1. abra) a Crassulaceae csalad tagja. Hivatalos magyar neve illatos
rozsas varjuhaj (Priszter, 1998), de az angol neve alapjan legtobbszor csak aranygyokér vagy
rozsagyokér néven emlegetik. 1963-ig Sedum rosea néven a Sedum nemzetségbe tartozott.
Ekkor Hegi tobb mint 50 Rhodiola faj azonositasa utan egy kiilon nemzetségbe sorolta Gket
(Brown et. al., 2002). Mara kétszaznal is tobb fajt azonositottak a nemzetségben, a Rhodiola
rosea-n kiviil. Hagyomanyos gyogyaszati jelentdségiik miatt legismertebbek a R. alterna, R.
brevipetiolata, R. crenulata, R. kirilowii, R. quadrifida, R. sachalinensis és a R. sacra (Kelly,
2001).

1. abra. Rhodiola rosea (fot6: Iman Mirmazloum).



3.1.3. Botanika

A Rhodiola rosea lagy szara, éveld, kétlaki novény (Parker és Malone, 2006).
Magassaga 30-70 cm kozott valtozik, tapasztalatok szerint fiigg a névény ivari jellegétol
(Galambosi et al., 2009), illetve a kdrnyezeti feltételek is befolyasoljak (Brown et al, 2002). A
porzos egyedek altaldban magasabbak €s nehezebbek, mint a termds egyedek (Galambosi et
al., 2009). Atteleld szerve a vastag, tobb elagazassal rendelkezd, pikkelyes rizomaja, melynek
tomege atlagosan 70-400 g, de a 3,5 Kkg-ot is elérheti (Tasheva és Kosturkova, 2012). A
rizOma roézsa illati, ha megvagjuk (Khanum et al., 2005), errél a karakterisztikus rdozsa
illatarol kapta a rosea nevet (Rholoff, 2001). A rozsagyokér szara nem elagazo, vilagoszold
husos levelei stirtin fedik (Asdal et al., 2006). A levelek alakjat tekintve nagyon sokszinii faj,
a hosszukastol a tojasdadig mindenféle valtozat megtalalhaté (2. abra) (Tasheva és
Kosturkova, 2012). A Rhodiola rosea viragai aktinomorfak, sziromlevelei szabadon allnak.
Alapvetden egyivartak, de ritkan talalkozhatunk porzds és termds viragokkal is rendelkezd
egyedekkel (Asdal et al., 2006). A porzods viragok altalaban nagyobbak, feltiinébbek. Sziniik
alapvetden sarga, ritkan pirosas elszinezOdések tapasztalhatdak. A termds viragok szine a
piros kiilonb6zo erdsségli arnyalatai kozott valtozik (Sandberg és Gothberg idézte Kylin,
2010). Skandinaviaban a Rhodiola rosea junius — juliusban viragzik (Asdal et al., 2006), ezzel
szemben a bulgariai populaciokban aprilis — augusztus kozotti virdgzasrol szamoltak be
(Tasheva és Kosturkova, 2012). Az emlitett teriiletek kozotti eltérés a foldrajzi
elhelyezkedésiikkel magyarazhatd. Vegetativan és maggal is terjed (Aiken et al., 2003).

A Rhodiola rosea diploid, kromoszémaszama 2n=22 (Lid és Lid, 2005).

2. abra. A Rhodiola rosea kiilonboz6 alaku levelei (Asdal et al., 2006).



3.1.4. Szarmazas, elterjedés

A Rhodiola nemzetség valosziniileg Dél-Kina hegyvidéki teriileteir6l és a Himalajabol
szarmazik (Darbinyan et al., 2000). Altalaban hasadékokban vagy sziklas hegyoldalakon né
Eurdpa, Azsia és Eszak-Amerika sarkvidéki teriiletein, illetve délebbi magashegységekben (3.
abra) (Panossian, 2010). Rohloff (2001) szerint akar 5000 m-es magassagig megtalalhato a
délebbi magashegységekben. A nemzetség Okologiai igényeinek megfeleléen a Rhodiola
rosea nem toleralja a forrd6 nyari hodmérsékletet, viszont magas paratartalom sziikséges a
megfelel6 novekedéséhez (Elameen, 2008).

Eurépaban Izlandon, Norvégidban, Svédorszagban és Finnorszagban viszonylag gyakori
novény, Jotunheimen mellett 2280 m-es magassagig megtalalhatdo a skandinav hegyekben
(Asdal et al., 2006). Kisebb populacioéi megtalalhatoak az Alpokban, a Karpatokban, és
egészen délen a Pireneusokban, a Balkan hegységben is (Brown et al., 2002).

Azsian beliil legnagyobb mennyiségben Szibéridban él, emellett szamottevé mértékben
elterjedt az Altaj-hegységben is. Az utdbbi teriilet a 6 forrasa a kereskedelmi forgalomban
1év6 gyokereknek és rizomaknak (3. abra) (Pannosian, 2010).
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3. abra. A Rhodiola rosea elterjedési teriilete (Kozyrenko et al., 2011).



3.1.5. Hatéanyagali

A Rhodiola rosea gyokere és rizomaja tobbféle gyodgyaszatilag aktiv masodlagos
anyagcsere terméket halmoz fel. Ezek kiilonb6z6 kémia csoportokba sorolhatok ugy, mint
glikozidok, flavonoidok, terpenoidok, fenolsavak, kumarinok, laktonok (Mirmazloum és
Gyorgy, 2012).

Megfigyelések szerint a hatdanyagtartalom és -Osszetétel nagymértékben fiigg az adott
populacid szarmazasi helyét6l (Tasheva és Kosturkova, 2012). Egy bulgariai felmérés szerint
a Rila-hegységbdl szarmazo gyokér mintdk szalidrozid tartalma a legmagasabb a bulgariai
populaciok koziil (1,55 %), a legalacsonyabb szalidrozid tartalmat pedig a Pirin-hegységbdl
gyijtott gyokerek esetében mérték (0,72 %) (Revina és Evstatieva idézte Tashaeva és
Kosturkova, 2012). Malnoe és munkatarsai (2009) ennél is nagyobb heterogenitast talaltak 6t
svajci populaciobol (Mattmark, Binntal, Unteralp, Piano dei Canali, Val de Nomnom) gyijtott
93 egyed rizomajanak vizsgalata soran. 2006-ban az 6t populacio atlagos szalidrozid tartalma
1,49 % volt. A legalacsonyabb értékeket az unteralpi névények produkaltak (0,66 %), a
legnagyobb atlagos szalidrozid tartalom a mattmarki egyedekre volt jellemz6 (2,51 %). A
kettd kozotti kiilonbség majdnem négyszeres. A mattmarki és binntali populaciokbol 2007-
ben is mintakat vettek. A mattmarki populacioban atlagosan 3,27 %-0s szalidrozid tartalmat
regisztraltak, olyan egyedet is talaltak, ahol a rizoma szalidrozid tartalma az 5 %-ot is
meghaladta (5,02 %). Ezek az értékek az el6z6 évi kiugroéan magas eredményekhez képest is
jelentds novekedést mutatnak. A binntali névények szalidrozid tartalmaban nem volt valtozas.
Kimutattidk azt is, hogy az azonos ¢él6helyrdl szdrmazd porzos €s termds egyedek szalidrozid
tartalma kozott nincs jelentds kiilonbség.

A Rhodiola rosea két legfontosabb hatdanyaga a szalidrozid és a rozavinek, foként
ezeknek tulajdonitjak a gyogyhatasat (Furmanova et al., 1995). A szalidrozid a Rhodiola
nemzetség tobb fajaban is megtalalhato, példaul a Rhodiola sachaliensis-ben is (Zhang et al.,
2011). Ebbdl kovetkezik, hogy a szalidrozid nem megfelelé a kiilonbozé Rhodiola fajok
elkiilonitésére, sem a Rhodiola rosea kivonatok hitelesitésére. A szalidroziddal szemben a
rozavinek csak a rosea-ban vannak jelen, igy ezek kémiai markerként alkalmazhatoak. A
klinikai kisérleteknél hasznalt kivonatokban a szalidrozid és a rozavin tartalmat 3:1 aranyban
szoktak beallitani, mert a Rhodiola rosea rizomajaban természetes modon is ilyen aranyban
halmozodnak fel (Brown et al., 2002, Khanum et al., 2005).

Kezdetben a fenolglikozid rodiolozidnak és a p-tirozolnak tulajdonitottdk a novény

adaptogén hatasat. A rodiolozidrol késébb kideriilt, hogy szerkezetileg azonos a



szalidroziddal (4. abra) (Kelly, 2001), ami a tirozol 8-O-B-D-glikozidja (Kurkin et al., 1984).
A szalidrozid neve a Salix nemzetség nevére utal, mert Brigel és Beguin 1926-ban Salix
triandra-bol izolalta (idézte Brown et al., 2002). Késébb mas novényekben is megtalaltak ezt
a vegyiletet, példaul Olea europea, Vaccinium vitis-idaea, Rhododendron ponticum X
catawbiense, Syringa vulgaris és Phillyrea latifolia fajokban (Mirmazloum és Gyorgy, 2012).
A rézsagyokér esetében foként a foldalatti szervekben (gyokér és rizoma) halmozaddik fel.
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4. abra. A szalidrozid kémiai szerkezete (Panossian et al., 2010).

A novényben talalhato harom legfontosabb fenilpropanoid glikozidot Zapesochnaya és
Kurkin fedezte fel a nyolcvanas évek elején. Ezek a rozin, a rozavin és a rozarin, egylittesen
rozavinek (5. abra). Mindharmat a fahéjalkohol glikozidjaként azonositottak (Zapesochnaya
¢s Kurkin, 1983). Egy finn tanulmany vizsgalta a Rhodiola rosea gyokerek rozavin tartalmat.
Eszerint az ¢él6 gyokerek 2,03 %-ban tartalmaztik a rozavineket harom észak-lappfoldi
populacioban. A legnagyobb aranyban a rozavin halmozodott fel (1,37 %), Kisebb
mennyiséget mértek a rozarinbdl (0,43 %), a legkevesebbet pedig rozinbol (0,22 %) talaltak
(Galambosi et al, 2007).
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5. abra. Rozarin, rozavin, és rozin kémiai szerkezete (Panossian et al., 2010).
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Kurkin és munkatarsai publikaltak a Rhodiola rosea flavonoid tartalmat bizonyito elsé
kutatasokat a nyolcvanas évek kozepén (Kurkin et al., 1984), eredményeik szerint
legfontosabbak a rodiolin, a rodionin, a rodiozin, az acetilrodalgin, és a tricin.

Ugyancsak Kurkin és munkatarsai irtak els6ként a Rhodiola rosea terpén szerkezet(i
vegylileteir6l, amiket a flavonoidok kutatasa kozben azonositottak (idézte Mirmazloum és
Gyorgy, 2012). Monoterpének kozé tartozik a roziridol és a rozaridin, mig a triterpének kozé
tartozik a daukoszterol és a -szitoszterol (Brown et al. 2002). Rohloff 2001-ben vizsgalta a
Rhodiola rosea szaritott rizoOmajanak illdolaj tartalmat. Az eredményei alapjan a szaritott
rizoma 0,05 % illdolajat tartalmaz. Sikeriilt 75 0OsszetevOt azonositania, amik koziil a
legnagyobb aranyban dekanol, geraniol, 1,4-p-menthadien-7-ol, limonén, oa-pinén és a
dodekanol fordult eld.

A felsorolt anyagcseretermékek mellett emlitést kell még tenniink a Rhodiola rosea-ban
talalhato fenolsavakrol, példaul a galluszsavrol (Brown et al., 2002), ezenkiviil a

kumarinokroél, és a laktonokrol (Furmanova et al., 1995).

3.1.6. Farmakolégiai hatas

A Rhodiola rosea a modern orvostudomanyban adaptogén novényként ismert. Lazarov
1947-es megallapitasa szerint ezek a novények ellensulyozzak a fizikai, kémiai és biologiai
stressz hatasokat nem specifikus rezisztencia kialakitasaval. Ezt az allitast fejlesztette tovabb
1969-ben Brekhman és Dardymov, amikor meghataroztak az adaptogén ndvény harom
kritériumat:

1) Egy adaptogén novény semmiféle kart nem okozhat a szervezetben, és csak minimalis
zavart kelthet az €lettani funkciokban.

2) Az éaltala kivaltott hatasnak nem-specifikusnak kell lennie. Novelnie kell az ellenallast a
kedvezdtlen fizikai, kémiai és biologiai hatasok széles tartomanyéaval szemben.

3) Rendelkeznie kell normalizalé hatassal, fiiggetleniil a megelézendd koros valtozasok
iranyatol. Ha a testet jellemzd valamilyen paraméter értéke magasabb, mint a normalis,
leszoritja a megfeleld6 mértékben, mig ha valamely paraméter alacsonyabb az
egészségesnél, akkor megemeli azt a kelld mennyiségben (Kelly, 2001).

A Rhodiola rosea mellett a legismertebb bizonyitottan adaptogén hatasti novények az
Eleutherococcus senticosus, a Schizandra chinensis és a Panax ginseng (Molinos, 2013).

A Rhodiola rosea klinikai vizsgalatainal mind embereknél, mind allatoknal a névény
gyokerének és rizomajanak alkoholos-vizes kivonatat hasznaltak (Kucinskaite et al., 2004). A

klinikai tapasztalatok rendkiviil sok jotékony hatasrol szamolnak be. Adaptogén hatasai koziil
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legfontosabbak a kdzponti idegrendszerre, szivre, agyra, immunrendszerre gyakorolt pozitiv
hatésai, de mindenképpen meg kell emliteniink a rék elleni, regenerald, és antidepresszans,
hatasat is.

A rézsagyokér kivonat serkenti a kozponti idegrendszer miikkodését az olyan biogén
monoaminok termelésének fokozasaval, mint a szerotonin vagy a dopamin (Kurkin és
Zapesochnaya, 1986). Jotékonyan hat a hosszu tavi memoriara €s a koncentracios képességre
(Furmanova et al., 1999). Ezt a hatasat bizonyitotta késébb Perfumi és Mattioli (2007) is. Cao
¢s munkatarsai (2005, 2006) megallapitottadk, hogy megvédi a tenyésztett idegsejteket a
natrium-azid és a glutamat okozta sériilésektol.

Kimutattak, hogy mérsékli a sziv- és érrendszer stressz altal kivaltott karosodasat
(Kelly, 2001). Lishmanov ¢és munkatarsai (1993) feltételezték, hogy jelentds anti-arrithmias
hatasa Osszefliggésben van az opioid peptidek bioszintézisével. Ugyancsak Lishmanov és
munkatarsai (1997) irtak egy késébbi kozleményiikben, hogy a Rhodiola rosea kivonat javitja
a szivkoszoruér rugalmassagat. Wang és munkatarsai (2009) kisérlete szerint a rozsagyokér
kivonat rendelkezik antiviralis aktivitassal a Coxsackie B virussal szemben, ezért szerintiik
alkalmazhaté lenne a virusos szivizomgyulladds kezelésére. Zhang és munkatarsai (2009)
eredményeik alapjan arra kovetkeztettek, hogy megvédi a szivizomsejteket az oxigénhianyos
allapot okozta apopt6dzistol €s nekrozistol.

Saratikov €és munkatarsai (1968) tapasztaltdk, hogy normalizalja a stressz miatt
megemelkedett vagy lecsokkent gliikkoz szintet a vérben. Darbinyan és munkatarsai (2007)
kutatdsuk soran arra jutottak, hogy a rdézsagyokér kivonat megfelel6 mennyiségben
alkalmazva potencialis antidepresszans. Hatasara hosszantartd, megerdlteté izommunka utan
gyorsabban regeneralodik a szervezet (Furmanova et al., 1999). Szerepe lehet a rak elleni
kiizdelemben, a rakos sejtek szaporodasat lassitja (Bocharova et al., 1995).

Az emlitett hatasain kiviil pozitiv eredmények igazoljak az immunrendszer ellenalld
képességét noveld, magashegyi betegséget megel6zd és szexualis diszfunkcidkat javito

hatasat is (Brown et al., 2002).

3.1.7. Szalidrozid bioszintézis

A szalidrozid bioszintézisének elméletben két utja 1étezik, melyeket a 6. dbran mutatunk
be (Mirmazloum és Gyorgy 2012).

Az egyik elképzelés szerint az arogendtot az arogenat-dehidrogendz enzim tirozinna
alakitja. Az igy létrejott tirozint a tirozin-dekarboxildz enzim tiraminna redukalja. A tiramint a

tiramin-oxidaz enzim tovabb oxidalja, ekkor 4-hidroxi-fenilacetaldehid jon 1étre. Ebbdl az
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arilalkohol-dehidrogenaz enzim von el hidrogént, igy 1étrejon a tirozol. Azt mar mindenki
elfogadja, hogy a szalidrozid bioszintézis utolsé 1épése a tirozol glikolizacidja, amit az UDP-
gliikkdz-transzferaz enzim katalizal (Gyorgy, 2006).

A masik elképzelés szerint az arogenatbol az arogenat dehidratdz enzim segitségével
fenilalanin képzddik vizkilépéssel. A fenilalanint a fenilalanin-ammonia-liaz enzim tovabb
alakitja fahéjsavva. A fahéjsavhoz a fahéj-4-hidroxilaz enzim egy -OH csoportot kapcsol, igy
kumarsav jon létre. A kumarsav tirozolla redukalodasat egy eddig ismeretlen dekarboxilaz
aktivitdsu enzim katalizalja. A tirozol a mar ismert uton az UDP-gliikkdz-transzferaz

segitségével alakul szalidrozidda (Zhang et al., 2011).

Arogenat
arogena’t-dehiernét-dehidrogena’Z
Fenilalanin Tirozin
fenilalaninammonia-liaz tirozin-dekarboxilaz
Fahéjsav Tiramin
fahéj-4-hidroxilaz tiramin-oxidaz
Kumarsav 4-hidroxi-fenilacetaldehid
dekarboxR Aalkohol dehidrogenaz
Tirozol

l UDP-gliikoz-transzferaz

Szalidrozid

6. abra. A szalidrozid bioszintézis két lehetséges utvonala (Zhang et al., 2011 utan

Ujrarajzolva)

Az el6szor részletezett elképzelés kutatasi adatokkal is alatdmaszthatd. Gyorgy és
munkatarsai (2009) vizsgaltak a tirozin-dekarboxildz gén aktivitasat mind levélben, mind
gyokérben egy nagy ¢és egy kis szalidrozidtartalmi Rhodiola rosea genotipus esetében.
Eredményeik szerint a tirozin-dekarboxilaz gén a levélben és a gyokérben is expresszalodik,
habar a gyokérben sokkal jelentdsebb mértékben. Ez alatdmasztja a mérési tapasztalatokat,

amik szerint a foldalatti részekben halmozodik fel nagy mennyiségben a szalidrozid. Az
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expresszalodas mértéke a nagy és kis szalidrozidtartamt genotipusok kozott eltért, a nagy
termelékenységli vonalak javara. Kovetkeztetésként levontdk, hogy a tirozin-dekarboxilaz
enzimnek dontd szerepe van a szalidrozid bioszintézisben.

Ma és munkatarsai (2007) izolaltak Rhodiola sachalinensis-bél egy vélt UDP-
gliikoziltranszferaz cDNS-t, aminek az UGT73B6 nevet adtdk. Az izolalt cDNS hossza
1598 bp volt, ami 480 aminosavat kodolt és tartalmazott egy konzervalt UDP-gliikoz-kotott
domént. A genomi DNS Southern blot technikaval valé vizsgalata utan megéllapitottak, hogy
egy egy kopids génrdl van szo. Northern blot technika segitségével megallapitottak, hogy az
UGT73B6 transzkriptumai megtalalhatoak a gyokerekben, szarban €s a kalluszban, de nem
talalhatoak meg a levelekben. A 35S promoterrel, és a kifejez0dés sebességét kétszeresére
gyorsitd fragmentumokkal ellatott UGT73B6-os gént az Agrobacterium tumefaciens
segitségével transzformaltak Rhodiola sachalinensis-be. PCR-rel és Southern-blot technikaval
kimutattak, hogy a modositott gén beépiilt a névény és a kallusz genomjaba is. Northern-blot
technika segitségével megallapitottak, hogy a beépiilt transzgénrdl transzkriptum is képzddik.
Ezutan HPLC vizsgalatot végeztek, ami megmutatta, hogy a beépitett transzgén
tulexpresszaldsa a szalidrozid tartalom jelentds ndovekedését eredményezi. Az eredményekbdl
kovetkeztetésként levontdk, hogy a tirozol szalidrozidd4d alakitdsa szabalyozhatdo az
UGT73B6-0s génnel. Ez volt az elsé klonozott gliikoziltranszferaz-fiiggé szalidrozid
bioszintézis. Megallapitottak azt is, hogy az UGT73B6-o0s gén expresszidja alig detektalhat6 a
levelekben normal novekedésnél, ennek ellenére minimalis szalidrozid tartalma volt a
leveleknek. Ebbdl arra kovetkeztettek, hogy a Rhodiola sachalinensis-ben mas aktiv UDP-K is
létezhetnek.

Yu ¢és munkatérsai (2011) tovabbi két velt UDP-gliikoziltranszferaz ¢cDNS-t izolaltak
Rhodiola sachalinensis gyokérbol és metil-jazmonattal kezelt sejtkultarakbol (UGT72B14 és
UGT74R1). Northern blot technika segitségével megallapitottak, hogy az UGT72B14
transzkriptumai a gyokérben nagy mennyiségben vannak jelen. Ezzel szemben az UGT74R1
kalluszban expresszalodik, a gyokérben nagyon alacsony a transzkriptumainak a szintje. A
Rhodiola termesztés és a kémiai szintézis egyiittesen is csak korlatozott mennyiségi
szalidrozid eldallitasat teszi lehetévé (Ma et al., 2007) Ezt a problémat sikeriilt kikiiszobolni
kinai kutatoknak (Bai et al., 2014) egy uj ,kombinaciés” szalidrozid bioszintézis Ut
kidolgozasaval. Az Escherichia coli baktériumban sikeriilt szalidrozidot el6allitaniuk.
Elséként a tirozolig tervezték meg a bioszintézis utat. Az Eschericha coli baktériumban
megtalalhat6 a 4-hidroxifenilpiruvat, a tirozol bioszintézisének egyik intermediere. Ennek a

vegyliletnek a tovabbalakitasara épitették be a Saccharomyces cerevisiae ARO10-es piruvat-

14



dekarboxilaz génjét, ami 4-hidroxifenilacetaldehidé alakitja a 4-hidroxifenilpiruvatot. A 4-
hidroxifenilacetaldehid-et az Escherichia coli kiilonb6z6 alkohol-dehidrogenazai oxidaljak
tirozolla. Késébb a tirozol termelést fokoztak egyfeldl a bioszintézis ttban résztvevd gének
tulexpresszalasaval, masfeldl a kompetitiv utak €s a visszacsatolasos gatlas kiiktatasaval.
Utolsé 1épésként a Rhodiola sachaliensis glikoziltranszferaz aktivitast mutato UGT73B6-0s
génjérol expresszalodott fehérje tirozolbdl szalidrozidot allitott el6. A hozam 56,9 mg/L

szalidrozid volt.

3.1.8. Tirozin-dekarboxildz gén

A tirozin-dekarboxilaz enzim altal katalizalt tirozin dekarboxilacioja feltételezhetden a
novények birodalmanak egészére jellemz6 folyamat. Ezen feliil a TyrDC enzim létfontossaga
szerepet jatszik tobb masodlagos anyagcsere ttban (Lehmann és Pollmann, 2009). A tirozin-
dekarboxilaz enzimet az E4.1.1.25-6s kodszam alatt talaljuk meg a KEGG adatbazisban. A
gén ¢és fehérje nevének tobbféle roviditése is elfogadott (TyrDC/TYDC), mindenhol atvettiik
az éppen idézett cikkben hasznalt jellést.

A dekarboxilalast végzo tirozin-dekarboxilaz enzim az L-aminosav dekarboxilazok
kozé tartozik (Facchini et al., 2000). Facchini és munkatarsai (1998) feltételezése szerint
minden ndvényben a tirozin szolgéltatja a prekurzort a patogének tamadasakor onvédelmi
valaszként kialakulo anyagcsere termékekhez. A tiraminbdl és kiilonb6z6 hidroxifahéjsav
szarmazékokbol szintetizalodnak a sejtfalba beépiilé és azt megerdsitd aminok (Negrel és
Martin, 1984; Negrel et al. 1995). Facchini és munkatarsai (1998) feltételezését bizonyitja,
hogy a TYDC mRNS felhalmozddik olyan fajokban, amelyek nem halmoznak fel tirozinbol
szarmaztatott alkaloidokat, mint a petrezselyem vagy a ludfii. Nagy érdeklédés dvezi azért is,
mert a farmakologiai szempontbdl fontos monoterpén indol alkalodiok illetve a
benzilizokinolin alkaloidok bioszintézisében kritikus szerepet jatszik (Facchini et al., 2000).
Szerepe van a Syringa vulgaris esetén a hidroxifeniletanol és verbaszkozid (Ellis, 1983),
Hordeum vulgare esetén az egyszert alkaloid fitoalexin és hordinin bioszintézisében (Leete és
Marion, idézte Facchini et al., 2000). A benzilizokinolin alkaloidokat tekintve részt vesz
tobbek kozott a Papver somniferum morfin, kodenin és papaverin, a Colchicum autumnale
kolchicin vagy a Chondodenron tomentosum tubokurarin hatéanyaganak bioszintézisében
(Facchini et al., 2000).

Régota folynak kutatdsok a TyrDC géncsaladdal kapcsolatban kiilonbozd
novényekben. Kawalleck ¢s munkatarsai (1993) szamoltak be arrdl, hogy sikeriilt 4 TyrDC

gént azonositaniuk petrezselyemben. Ezekrdl a génekrdl gombas fert6zés hatdsara nagyon
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gyorsan, nagy mennyiségben képzodtek mRNS-ek majd fehérjék, de csak atmenetileg. Arrol
is irtak, hogy ezek koziil a fehérjék koziil legaldbb harom izoenzim. Marques és Brodelius
(1988) bizonyitotta, hogy a petrezselyem esetében a tirozin-dekarboxildz enzim elfogadja a
tirozint és kisebb mértékben az L-DOPA-t, de nem fogadja el a triptofant és a fenilalanint
szubsztratként.

Landtag és munkatarsai 2002-ben a petrezselyem TyrDC-2-es génjét Agrobacterium
tumefaciens segitségével beépitették burgonya ndvénybe. Patogénnel vald kezelésre valod
valaszként a petrezselyem reakcidjadhoz hasonlét vartak, vagyis nagy mennyiségll tiramin
képzddését. A tiraminnak a tovabbiakban a sejtfalba beépiild és azt megerdsité anyagokka
kellett volna alakulnia. A vart hatas azonban elmaradt, sem a tiramin, sem a sejtfalat
megerdsitd szarmazékai nem halmozodtak fel nagyobb mennyiségben, viszont 0j oldott
anyagok jelentek meg a sejtekben. F6 alkotoelemként a tirozin-glikozidot, mas néven
szalidrozidot azonositottak, amit ezeldtt soha nem talaltak burgonyaban. Ebbdl egyfeldl arra
kovetkeztettek, hogy a tirozin-dekarboxildz enzim mas anyagcsere utat katalizal a
burgonyaban, mint a petrezselyemben, masfel6l pedig arra, hogy az enzimnek fontos szerepe
van a szalidrozid bioszintézisben.

Facchini és De Luca (1994) azonositott 4 TYDC gént mak estében. Feltételezésiik
szerint a makban - a petrezselyemmel ellentétben - a TYDC géncsoport legalabb 10-14 gént
tartalmaz. Szekvencia hasonldsag alapjan az azonositott géneket két alosztalyba soroltdk. A
makbol izolalt aromas aminosav dekarboxilazok voltak az els6 enzimek novények esetében,
amik szubsztratként elonyben részesitették az L-DOPA-t a tirozinnal szemben. Viszont a
petrezselyem tirozin-dekarboxilaz enzimeihez hasonloan a makban felfedezettek sem
fogadjak el a triptofant és a fenilalanint szubsztratként. A legmagasabb allando TyrDC
transzkriptum szintet a kifejlett n6vényekben a gyokérben és a szarban regisztraltak.

Maldonado-Mendoza és munkatarsai 1996-ban felfedezték egy 0j tagjat a mak tirozin-
dekarboxilaz géncsaladjanak, a TyDC5-6t. Ez a gén nagyfokl hasonlosagot mutat a Facchini
¢s De Luca (1994) altal felfedezett TyDCl-es génnel, ezért feltételezték, hogy egy gén-
alcsaladba tartoznak. Ennél a fehérjénél is megallapitottak, hogy szubsztratként foként a
tirozint és kisebb mértékben az L-DOPA-t fogadja el. A kifejlett novények esetében foként a
gyokérben expresszalodik. Felfedezték, hogy a csirdzas folyamén is van egy maximuma az
expresszalodasnak, pontosan a gyokocske megjelenésével egy iddben. Ezzel megegyezd
eredményeket regisztraltak transzgenikus dohany esetében, ha a TyDC5-6s promoterét

kapcsoltak a - glikkuronidaz riporter génhez (GUS). Arra kovetkeztettek, hogy a TyDC5-0s
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gén expresszalodasa transzkripciondlisan szabalyzott, ¢s fontos szerepet jatszik az mak
gyokerének és csirazd magjanak alkaloid szintézisének prekurzor ellatasaban.

Trezzini és munkatarsai (1993) Aallapitottak meg az el6zbleg petrezselyembdl
Somssich és munkatarsai (1989) altal izolalt ELI 5-6s gén tirozin-dekarboxilaz funkcidjat. A
megallapitast kovetéen felfedezték az ELI 5-6s gén Arabidopsis thaliana-ban meglévé
valtozatat. A ladfii nem halmoz fel a tirozin dekarboxilaciojabol szarmazo alkaloidokat, igy
ez az eredmény is bizonyitotta, hogy nem csak az alkaloidok bioszintézisében jatszik szerepet
a TYDC enzim (Facchini et al., 2000). Lehmannnak és Pollmannak (2009) sikeriilt Gijabb
TyrDC gént felfedeznie az Arabidopsis thaliana-ban. A TyrDC mRNS mennyisége szarazsag
stressz, sebzés, €s legjelentésebb mértékben sostressz hatasara nétt meg. Megallapitottak,
hogy a felfedezett génrdl expresszalodod fehérje csak a tirozint fogadja el szubsztratként.
Elséként prezentaltak tudomanyos bizonyitékot a TyrDC citoplazmikus elhelyezkedésére és

Zhang és munkatarsai (2011) egy tirozin-dekarboxilazt kodol6 ¢cDNS-t azonositottak
Rhodiola sachalinensis-bél. Az eredményként kapott cDNS-t a RsTyrDC jel6léssel lattak el.
Northern-blot technika segitségével megallapitottak, hogy a novényen belil foként a
gyokerekben vannak jelen az err6l a génrél atirodott RNS-ek, emellett kallusz kultGraban is
magas transzkriptum szintet regisztraltak. Eredményeik szerint a rekombinans RsTyrDC-nak a
tirozin a legjobb szubsztratja. Az RsTyrDC tulexpresszalasaval jelentdsen megnott a tirozol €s
a szalidrozid tartalom. Kovetkeztetésként levontak, hogy az RsTyrDC tudja szabalyozni a
tirozol és szalidrozid bioszintézist, valosziniileg fontos szerepe van a szalidrozid bioszintézis

ut kezdeti szakaszaban.
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4. ANYAG ES MODSZER

4.1. Novényanyag
A novényanyag a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszéken talalhaté Rhodiola
rosea génbankbol szarmazik. Osszesen 28 populaciot vizsgaltunk, amik 11 orszag teriiletérdl
szarmaztak. Minden populaciobol 1-8 egyedet emeltiink ki. A f6ldrajzi elhelyezkedésiiket és

jeliiléstiket a 1. tablazat foglalja Gssze.

4.2. DNS kivonas
A DNS mintdk nagy részét a BCE Genetika és Novénynemesités Tanszék altal
létrehozott génbank biztositotta, de néhany mintabol a Pirttild és munkatarsai altal 2001-ben

kidolgozott protokoll szerint ujra ki vontuk a DNS-t.

4.3. PCR vizsgalat

A PCR vizsgalathoz a primereket a BCE Genetika és Novénynemestés Tanszéken
folyo kutatas eredményei alapjan terveztiik a Rhodiola rosea-bol izolalt TyrDC gén teljes
ORF-jének elejére és végére. A forward primer szekvencidja 5’-ATGGGCAGCTTGTCTTC-
3’ mig a reverz primer szekvencidja 5’-CTAAGACACGATGCTTTGAG-3’ volt.

A PCR-t 25 pl végtérfogatban mértiikk 6ssze; a PCR mix tartalmazott kb. 20-80 ng
DNS-t, 10 x PCR puffert, 0,2 mM dNTP-t, 0,4 uM-t az adott primerekbdl és 0,5 U DreamTaq
DNS-polimerazt (Fermentas, Szeged, Magyarorszag). A reakciot SwiftTM MaxPro (Esco
Micro Pte. Csertex, Budapest, Magyarorszag) tipusu késziilékben végeztiik az 2. tablazatban

lathatd homérsékleti profilt hasznalva.

18



1. tablazat. A vizsgalatba vont ndvényanyag jeldlései és szarmazasi helyei.

Minta kodja Szarmazasi helye Orszag
CP5 Grau Roig - Pireneusok Andorra
V14 Juclar - Pireneusok Andorra
HK1; HK4; HKR Hochkar - Alpok Ausztria
P40; P5; P55; P30; P75; P80; P100 Prabichl - Alpok Ausztria
Z13 Zirbitzkogel - Alpok Ausztria
AAB6 Ala Archa Kirgizisztan
W6 Snowdonia - Wales Nagy-Britannia
1/31 E-Skandivania Norvégia
N2/182 E-Skandinavia Norvégia
CB1 Col Bricon - Dolomitok Olaszorszag
E12 Erdemolo - Dolomitok Olaszorszag
F14; F15; F2; F5 Fedaiasee - Dolomitok Olaszorszag
PG1; PG12; PG14; PG17; PG18 Passo Gavia - Dolomitok Olaszorszag
To4 Tonale - Dolomitok Olaszorszag

V6F; V8F Val Fredda - Dolomitok Olaszorszag
u4/4 Novaya Zemlja Oroszorszag
V11; V16 Kola-félsziget Oroszorszag
Fog4 Fogarasi-havasok - Karpatok ~ Romania
Ked Kelemen-havasok - Karpatok ~Roménia
B6; B8 Binntal - Alpok Svajc

M1; M10; M13 Mattmark - Alpok Svajc

N1; N10; N13; N4 Val de Nomnom - Alpok Svéjc

P12; P2; P6 Piano dei Canali - Alpok Svijc

Ua2 Unteralp - Alpok Svajc
gngiscg:ég SHE%Z CHP2; CHP21; Chopok, Alacsony-Tatra Szlovakia
Lo6 Lominici-cstics - Karpatok Szlovékia
MD13; MD19; MD26; MD3 Mengus-vdlgy - Karpatok Szlovakia
S11; S18; S2 Triglav - Alpok Szlovénia
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2. tablazat. A DreamTaq polimerdznal alkalmazott PCR program homérsékleti profilja.

Folyamat Homérséklet (°C) Idé6 (perc) Ciklusok szama
1. Elédenaturacid 94 5 1
2. Denaturacio 94 1
3. Primerek kotodése 53 1,5 30
4. Lanchosszabbitas 72 15
5. Extra lanchosszabbitas 72 5 1
6. Lehités 4 0

Mivel célunk a szekvencidk lehetséges eltéréseinek detektalasa volt ezért hibajavito
aktivitassal rendelkez6 polimeraz enzimmel is Osszemértiilk a reakciokat. Ehhez a Phusion
High Fidelity PCR Master Mix-et (Thermo Scientific, Biocenter, Magyarorszag) hasznaltuk.
A 30 ul végtérfogatban dsszemért PCR 15 ul 2x Phusion MasterMix-et, 0,2 uM primer-t, 20-
80ng DNS-t tartalmazott. A reakciot a DreamTaq-0s PCR-hez hasonléan az SwiftTM
MaxPro (Esco Micro Pte. Csertex, Budapest, Magyarorszag) késziilékben végeztik (3.
tablazat).

3. tablazat. A Phusion polimeraz esetén alkalmazott PCR program hdmérsékleti profilja.

Folyamat Hémérséklet (°C) 1d6 (masodperc) Ciklusok szama
1. Elédenaturacio 98 30 1
2. Denaturécio 98 5
3. Primerek kotddése 56 10 25
4. Lanchosszabbitas 72 25
5. Extra lanchosszabbitas 72 180 1
6. Lehités 4 0

A PCR-termékeket 1 %-os TBE agaréz gélben valasztottuk szét (20 min, 80 V) és
etidium-bromidos festéssel, UV-fénnyel atvilagitva tettiikk lathatova. A fragmentumok
méretének megallapitasahoz Gene Ruler 1 kb-t (Thermo Scientific, Biocenter, Magyarorszag)
hasznaltunk.
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4.4. SSCP

4.4.1. Az SSCP gél ontésének és elohivasanak folyamata

Az SSCP g¢l OsszetevOit az 4. tablazatban abrazoltam. Az akrilamid, 10x TBE és
desztillalt viz oldatot szlirépapir (Schleicher és Schnell, Németorszag) segitségével leszirtiik,
majd egyszerre adtuk hozza a 354,3 ul ammonium-peroxo-diszulfat-ot és 148,6 ul tetrametil-
etilén-diamin-t. Ezt az oldatot gyorsan két {iveglap koz¢é ontottiik, amik egy folia tasakban
alltak. 30 perc alatt polimerizalodott a gél. Ezutan a folia tasakot levettiik az {iveglapokrol, a
sz¢€leit megtisztitottuk és behelyeztiik az elektroforézis késziilékbe (Bio-Rad Magyarorszag
Kft.). A késziiléket pufferrel a megfeleld mértékben feltoltottiik, majd 30 percen keresztiil
elofuttattuk 4°C-o0s hideg szobaban. Ez alatt 15 ul PCR-terméket és a hozzaadott azonos
mennyiségii FDE festéket valamint az 5 ul Gene Ruler 1kb-t (Thermo Scientific, Biocenter,
Magyarorszag) és a hozzaadott 5 ul FDE-t 95°C-on 5 percig denaturaltuk, majd azonnal jégre
helyeztiik. A denaturalas utan a mintakat pipetta segitségével felvittikk a gélre. Tobb futasi
id6t (30-35-40 h) és elektromos fesziiltséget (200-300 V) is Kiprobaltunk.

4. tablazat. A nativ akrilamid gél 0sszetevoi.

Osszetevok Mennyiség
Akril-amid (29:1, 40%-0s) 20,57 ml
10x TBE 3,43 ml
desztillalt viz 56,43 ml
APS (100 mg/m) 354,3 pl
TEMED 148,6 pul

A futtatdas utan a gélen eziistfestéssel tettiik lathatovd az egyszalai DNS
fragmentumokat. Az ehhez alkalmazott oldatokat, alkalmazasi modjukat és azoknak az idejét
az 5. tablazatban ismertetjiikk. Az el6hivott akrilamid gélt két négyzet alaki 12%-0s glicerolba
aztatott celofan lap kozé tettilk, majd 48 oran keresztiil kifeszitve, szobahOmérsékleten

szaritottuk.
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5. tablazat. Az SSCP g¢l el6hivasanak 1épései.

Lépések Idétartam

1. aztatas 10%-0s etanolban 20 perc

2. aztatas 1%-os salétromsavban 5 perc

3. mosas kétszer desztillalt vizzel 10 masodperc
4. aztatés 0,2%-os eziist-nitrat oldatban 30 perc

5. mosas kétszer desztillalt vizzel 10 masodperc

6. aztatas el6hivo oldatban (30 g natrium-karbonat,

. ) 5 perc
0,7 ml formaldehid, 1000 ml desztillalt viz)
7. aztatas 5 %-0s esetsav oldatban (STOP-oldat) 30 masodperc
8. mosas kétszer desztillalt vizzel 1 perc

4.4.2. Az SSCP gél értékelése

A celofanlapok kozott megszaritott akrilamid gélre folialapokat tettlink, ezekre
alkoholos filctollak segitségével atmasoltuk a szabad szemmel jol lathatdo SSDNS-eket, amiket
az abc kiilonboz6 betiiivel jeldltiik. A folialapok segitségével Ossze tudtuk hasonlitani az 5
akrilamid gélt, igy pontosan meghataroztuk az egy pozicidban 1évé sSDNS szakaszokat. A
folialapokon megallapitott betliket bevittik MS Excell tdblazatba és ott tovabb elemeztiik
6ket. Egy haplotipusnak tekintettiik az azonos fragmentum kombinacioval jellemzett

mintakat.
4.5. Ligalas, klonozas
45.1. Ligalas

A ligélas szobahdmérsékleten 5 perc alatt 20 pl végtérfogatban tortént: 20-50 ng PCR-
termék (1 ul), 5 U T4 DNS-ligaz, 50 ng pJET 1.2/blunt Vector, 2x puffer (Thermo Scientific,
Biocenter, Magyarorszag) hozzaadaséaval, desztillalt vizzel kiegészitve.

45.2. Transzformalas

A klénozott fragmentumokkal DHS5a kompetens sejteket transzformaltunk. A ligacids
elegybdl 7 pl-t 50 ul —70°C-on tarolt kompetens baktérium-szuszpenzioval elegyitettiink,

majd 20 percen at jégen tartottuk, azutian 50 méasodpercig 42°C-os termosztatban sokkoltuk, és
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azonnal jégre tettiik 2 percre. 400 pl 37°C-os folyékony, antibiotikum mentes LB taptalajt (6.
tablazat) adtunk hozza, és 30 percig razattuk 37°C-on, 150 rpm fordulatszdmmal. Ezutan
80 pul-nyi szuszpenziot szélesztettiink ampicillin-tartalma LB szilard taptalajra. A szélesztett

baktériumokat fejjel lefelé 37°C-on inkubaéltuk egy éjszakan keresztiil.

6. tablazat Az LB taptalaj Gsszetétele.

Osszetevok Mennyiség
Bacto-tripton 10 g/l
Bacto-¢lesztokivonat 54l

NaCl 10 g/l

agar 7 g/l
ampicillin pH=7 100 pg/ml

Az alkalmazott plazmid felépitése miatt elvileg minden kin6tt baktérium telep
tartalmazza az inzertet. A ligalas és transzformalas sikerességét kolonia PCR-rel ellendriztiik.
Minden plate-rél tobb kiilonallo telepet oltottunk le steril pipettahegy segitségével, melyet
el0szor egy masterplate-hez érintettiink, majd a PCR mixbe &ztattuk. A kolonia PCR mixet
10 pl végtérfogatban mértikk 6ssze, ami 1 pl 10x puffert, 1 ul MgCly-t, 0,1 ul dNTP-t, 0,2-
0,2 ul forward (pJET 1.2/blunt Vector F) és a reverz (pJET 1.2/blunt Vector R) primert,
0,05 pul Taq polimeraz enzimet (Fermentas, Szeged, Magyarorszag) és 7,45 pl desztillalt vizet
tartalmazott. A kolonia PCR hémérsékleti profiljat a 7. tablazatban abrazoltuk.

7. tablazat. A kolonia PCR-nél alkalmazott program hémérsékleti profilja.

Folyamat Hoémérséklet (°C) Idé6 (perc) Ciklusok szama
1. Elddenaturacio 95 3 1
2. Denaturacio 94 0,5
3. Primerek kotodése 60 0,5 30
4. Lanchosszabbitas 72 2
5. Extra lanchosszabbitas 72 5 1
6. Lehités 4 0
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A reakcid utan 1 %-os etidium-bromiddal festett TBE agardz gélen ellendriztik a
transzforméci6 sikerességét. A pozitiv telepek koziil 3-3-at 2 ml folyékony ampicillin-
tartalmu LB taptalajban szaporitottuk fel egy éjszakéan 4t 37°C-on 250 rpm fordulaton rzatva.
A masterplate-en az eredeti telepeket szaporitottuk fel egy éjszakéan at 37°C-on.

A plazmidokat az EZ-10 Spin Column Plasmid DNA Kit-tel (Biocenter, Szeged,
Magyarorszag) izolaltuk, majd NanoDrop késziilékkel (Bioscience, Budapest, Magyarorszag)

ellendriztiik a koncentraciojukat.
4.5.3. Szekvenalas

Szekvenciajuk meghatarozasa ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Applied
Biosystem) automata DNS-szekvenatorral tortént az MTA Szegedi Biologiai Kutatokozpont

Baygen Genomikai Egységében.
4.5.4. Szekvenciak bioinformatikai vizsgalata

Letoltottik az NCBI génbanki adatbazisbol az 0Osszes elérhetd novényi tirozin-
dekarboxildz szekvenciat. Osszevetettiik Oket, hogy lassuk a hasonlosaguk mértékét. A
szekvencidk egymashoz vald illesztéséhez a BioEdit v.7.0.9.0 programban (Hall, 1999)
integralt ClustalW (Thompson et al., 1994) algoritmust, illetve a MEGA 6 szoftvert (Tamura
et al., 2013). Az azonossagi matrix meghatarozasahoz szintén a BioEdit v.7.0.9.0 programot

alkalmaztuk. Sajat szekvencia eredményeink elemzéséhez is a fenti programokat hasznaltuk.
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5. EREDMENYEK ES MEGVITATASUK
5.1. PCR

Osszesen 142 DNS mintabol probéaltuk PCR segitségével a TyrDC gént amplifikalni.
A PCR-ek sikerességét agaroz gélelektroforézis segitségével ellendriztiink. A mintdknak csak
66 %-aban, azaz 94 DNS minta esetén sikeriilt az amplifikacio. Ez valosziniileg a DNS
kivonatok mindéségével magyarazhatd (pl. a 7. abran bemutatott gélképen a Lo5 vagy E29
mintak esetében nem tortént meg az amplifikacio). Amint az a 7. abran is jol latszik azokban
az esetekben ahol sikeres volt az amplifikacié, minden esetben a vart ~1500 bp-0s

fragmentumot kaptuk.

7. abra. Tirozin-dekarboxilaz teljes ORF-re tervezett primerekkel amplifikalt fragmentumok

kiilonb6z6 termOhelyrdl szarmazo Rhodiola rosea egyedekbdl 1 %-os TBE agardz gélen.

5.2. SSCP

Az elkisérletek alapjan az optimalis elektromos fesziiltség / id6tartam aranyt, 300 V /
30 6raban hataroztuk meg. Csak az agardz gélen sikeres amplifikaciot mutatd mintak esetén
végeztiik el az elektroforézist az akrilamid gélen. Ennek ellenére is, a 94 db akrilamid gélre
felvitt mintabol, csak 65 db-ot tudtunk kiértékelni. A gélen megfigyelt DNS szakaszok szama
2 és 5 kozott valtakozott. A 65 értékelhetdé mintabol 16-rol allapitottuk meg, hogy
homozigoéta, azaz a homolog kromoszomakon ugyanaz a szekvencia van jelen (2 csikot
lattunk a gélen). 21 db heterozigdta volt, azaz a két homolog kromoszoman eltérd szekvenciak
voltak jelen (4 csikot lattunk a gélen). Osszesen 22 esetben 3 ssDNS-t regisztraltunk. Erre
magyarazat lehet a felvitel el6tti nem tokéletes denaturacid, vagy a nem elég hosszl futtatasi
id6, ami miatt az egyes DNS darabok nem tudtak egymastol elvalni. Mivel 30 6ras 300 V-on
torténé futtatds utan kaptuk az elsé értékelhetd géleket, igy a késébbiekben, az
dsszehasonlithatosag érdekében, nem viéltozattunk ezeken az értékeken. Ot minta esetében 5

SSDNS-t azonositottunk a gélen. Ez pszeudogének jelenlétére utalhat, de a pontos
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magyardzathoz tovabbi kisérletekre van sziikség. A 8. abran az egyik SSCP g¢él lathato,
megfigyelhetd 2 csik (pl. P40), 3 csik (pl. F2, F5) és 4 csik is (pl. CHP1, CHP21).

&
54
8T4
T4
£19d
¥19d
19d
8T9d
219d
ovd
SLd
SSd
0€d
Sd
TZdHD
0TdHO
LdHD
vdHD
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8. abra. Tirozin-dekarboxildz teljes ORF-re tervezett primerekkel amplifikalt fragmentumok
kiilonb6z6 termbhelyrél szarmazo Rhodiola rosea egyedekbdl 8%-os nativ akrilamid-

gélen.

5.3. ADATERTEKELES

Az adatokat értékeltiik mintanként (8. tablazat) és fragmentumonként (9. tablazat) is,
az egyes fragmentumokat az abc kiilonb6z6 betiivel jeloltik. A leggyakoribb fragmentumok
a K (52 mintaban), a J (52 mintaban) és a C (30 mintaban) voltak, a legritkabbakat pl: az |, az
F, az S vagy az R fragmentumot csak egy-egy mintaban regisztraltuk. Osszesen 34 haplotipust
tudtunk elkiiloniteni (10. tablazat). A leggyakoribb haplotipusok az M, J, C. K, a J, C, K (10-
10 mintaban) és a J, K (9 mintaban) fragmentumok kombinacioi voltak. Ezzel szemben tobb
haplotipus is csak 1 mintara volt jellemzd, pl: a B, F, L, a B, C, vagy az A, W kombin4cid.

Néhany populacié esetében tobb egyed DNS-ét is megvizsgaltuk. Egyes
populaciokban csak egy féle fragmentum kombinaciot regisztraltunk pl. az N, MD vagy a PG
jelolésti populaciokban. Ezzel szemben volt olyan populacio is, ahol tobb kiilonbdzo
kombinaciot figyeltiink meg pl. a CHP, HK vagy az F jeldlésti populaciokban.

A 3.2.7-es pontban bemutatott Ma és munkatarsai (2007) és Yu és munkatarsai (2011)
altal publikalt eredmények alapjan a szalidrozid bioszintézis ut mas enzime (UDP-
gliikoziltranszferaz) esetén eléfordul, hogy tobb génvaltozat kddolja ugyanazt az enzimet és

az egyes valtozatok mas-més szovettipusokban expresszalodnak. Ezek alapjan lehetséges,
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hogy a tirozin-dekarboxilaz génnek is vannak valtozatai, amelyek eltér6 mértékben

expresszalodnak kiillonb6z6 szovetekben illetve kdrnyezeti tényezok hatasara.

8. tablazat. Az egyes mintakban regisztralt allélok.

Minta Regisztralt allélok | Minta Regisztralt allélok | Minta Regisztralt allélok
1/31 B,F, L HKR M, K, O, LR P75 M, J, K
AAG B,C Ked M,L,N,O P80 J, K
B6 M, J, C K Lo6 M,K,O P100 M, K
B8 M, J, C, K M1 J,C, K PG1 M, J, C, K
CB1 J,C, K M10 AW PG12 M, J, C, K
CHP1 A/B,CD M13 M,J,C K PG14 M, J,C, K
CHP2 J, K MD3 J, K PG17 M, J, C, K
CHP4 B,C,P,D MD13 J, K PG18 M, J, C, K
CHP7 A J K P D MD19 J, K S2 JHC,Z
CHP10 J,B, K MD26 J, K S11 J, K
CHP12 J K Q N1 J,C, K S18 JHCK,Z
CHP21 J,B,K,D N4 J,C, K To4 J,C, K
CHP23 J, K N10 J,C, K u4/4 J,C
CP5 J,B, K, L N13 J,C, K Ua2 J,C, K
E12 M, J,C, K N2/182 J,0 V11 J,B,C, K
F2 M, C, K P2 J,C K O V16 H, L
F5 J,C, K P6 M, K V6F J, W, K
F14 M, C,0O,S P12 J,C K V8F J, W, K
F15 J,B, K P5 LJ, K L Vi4 J, L
Fog4 J, K, L P30 M,J, L W6 JH KL
HK1 M, J, K P40 J, K Z13 J,P,D
HK4 M, J, C K P55 JH KL
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9. tablazat. Az egyes all¢lok eléforduldsa a vizsgalt mintakban.
Allél Mintak, amelyben regisztraltuk

I PS

M Ke4, Lo6, P100, HKR, F14, PG1, HK1, HK4, P30, P75, PG12, PG18, PG1, PG14,
PG17, F2, M13, B6, B8, E12, P6

A M10, CHP1, CHP7
U4/4, V8F, V6F, HK1, HK4, S18, S2, S11, N2/182, To4, CHP23, CHP2, CHP12,

] CB1, V11, W16, Fog4, VI4, CP5, P80, Z13, CHP7, CHP10, CHP21, P5, P30, P55,
P75, P40, PG12, PG18, PG1, PG14, PG17, F5, N1, N4, N10, N13, P2, P12, M1,
M13, B6, B8, Ua2, F15, E12, MD26, MD19, MD13, MD3

H P55, W6, V16, S2, S18

B V11, CP5, CHP1, CHP4, CHP10, CHP21, 1/31, F15, AA6

F 131
Ua2, E12, AA6, Ua2, B8, B6, M13, M1, P12, P2, N13, N10, N4, N1, F2, F5, PG17,

C PG14,PG1, PG18, PG12, CHP1, CHP4, V11, CB1, S2, S18, HK4, U4/4, PG1, F14,
To4

W  V8F, V6F, M10
P6, Ua2, MD3, MD13, MD19, MD26, E12, F15, B8, B6, M13, M1, P12, P2, N13,

K N10, N4, N1, F2, F5, PG17, PG14, PG1, PG18, PG12, P40, P75, P55, P5, CHP21,
CHP10, CHP7, P80, CP5, Fog4, W6, V11, CB1, CHP12, CHP2, CHP23, S11, S18,
HK1, HK4, V6F, V8F, To4, HKR, P100, Lo6, CHP21, Ke4

O N2/182, Lo6, HKR, F14, P2

P CHP4, CHP7, Ke4, Z13

L  1/31, P55, P30, P5, CP5, VI4, Fog4, W6, V16, HK4

D CHP1, CHP4, CHP7, CHP21, Z13

S F14

R HKR

Q CHP12

Z S2,518
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10. tablazat. A kiilonb6z6 haplotipusok (fragmentum kombinaciok).

Haplotipus Elofordulas Haplotipus Elofordulas

B,F, L 1/31 M,L,N,O Ke4

B, C AAG M,K,O Lo6

M,J, C K B6, B8, PG1, PG12, PG14, AW M10
PG17, PG18, M13, E12, HK4

J,C, K CB1, F5, M1, N1, N4, N10, J,0 N2/182
N13, P12, To4, Ua2

ABCD CHP1 J,C,K O P2

J, K CHP2, CHP23, MD3, MD13, | M, K P6, P100
MD19, MD26, P40, P80, S11

B,C,P,D CHP4 LJ, K, L PS

A J K P, D CHP7 M,J, L P30

J,B, K CHP10, F15 J,H K, L P55, W6

J, K, Q CHP12 JH,C, Z S2

J,B,K,D CHP21 JHC K, Z §S18

J,B,K, L CP5 J,C u4/4

M, C K F2 J,B,C K Vil

M,C,0O,S F14 H, L V16

J, K/ L Fog4 J, W, K V6F, V8F

M, J, K HK1, P75 J,L Vi4

M, K, O, LR HKR J,P,D Z13
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5.4. SVAJCI POPULACIO ELEMZESE

Rendelkezésiinkre allt a 3.1.5-6s pontban bemutatott svajci kisérlet alapjaul szolgalo
novényanyagbol kivont DNS. Minden populacié esetében 4 mintat valasztottunk, ezekbol
PCR segitségével amplifikaltuk a TyrDC gént, majd agardz gélelektroforézissel ellendriztiik a
amplifikalt fragmentumokat. Ezen mintdk esetében is elvégeztiik az SSCP vizsgélatot a
tirozin-dekarboxildz gén populacion beliili variabilitisanak felmérése érdekében. Sajnos a
PCR soran nem amplifikalédot csak egyetlen populaciobol (Val de Nomnom) mind a 4
kivalasztott mintabol a tirozin-dekarboxildz gén. Az értékelheté eredmények alapjan egyes
populacidkon beliil nincs kiilonbség az egyedek tirozin-dekarboxilaz szekvencidja kozott pl:
Val de Nomnom, Binntal, mas populacidkban pedig igen pl: Piano dei Canali, Mattmark. A
mattmarki populacidban regisztraltdk Malnoe és munkatarsai (2009) a kiugréan magas
szalidrozid tartalmat. Ezért a tovabbi munka soran mindenképpen érdemes lenne ennek a
populacidonak a teljes rendelkezésre all6 ndvényanyagat megvizsgalni, hogy kdothetd-e a
tirozin-dekarboxildz gén valamelyik allélvariansahoz, ez a kiugréan magas szalidrozid

tartalom.
5.5. SZEKVENCIAILLESZTES

Elvégeztik a NCBI génbanki adatbazisbol elérhetd novényi TyrDC szekvenciak
vizsgalatat, melyeket a 11. tdblazatban foglaltunk 6ssze. A letoltott szekvenciak hasonlosaga
55,8-100 % kozott valtozott. Hosszuk sz€lso értékei, a parcialis szekvencidkat nem tekintve,
1265-2404 bp voltak, a leggyakrabban 1600-1900 bp kozott valtakoztak. Néhany esetben egy
fajbol tobb eltérd szekvenciat is talaltunk. A felmérés eredménye megerdsitett minket abban,

hogy lehet egy adott fajon beliil sok szekvencia valtozata ennek a génnek.
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11. tablazat. Az NCBI-bol elérhetd szekvenciak 6sszehasonlitasa.

Hany
. . Hossz Hasonlésag  csoport
Faj Megoszlas (bp) % toltotte
fel
Arabidopsis 1db linearis mRNS -
. earsm , 1504~ 558996 4
thaliana 7db linearis mRNS (teljes cds) 1942
3db linearis mRNS
Oryza sativa (teljes inszert szekvencia) Zggz 12,8-99,9 2
4db linearis mRNS (teljes cds)
2db linearis mRNS (3’ vég) 1702
Petroselinum 1db linedris mRNS (parcialis cds) 1298 20 6-100 1
crispum 1db linearis mRNS (teljes cds) 1777 ’
1db linedris (teljes cds) 1671
2db linearis DNS (teljes cds -
Papaver inedrl (telj . ) 1859
somniferum 1db linearis mRNS (teljes cds) 1955 60-76,8 1
1db parcialis mRNS 1437
Medicago 2db linearis mRNS (teljes cds) 1599- 78,5 1
trunculata ! 1719 ’
Solanum ]
2db linearis mRNS (teljes cds) 1533 99,6 1
tuberosum
Aristolochia 1db l%nee}r%s mRNS (p_arciélis), 1357 725 1
contorta 1db linearis DNS (teljes cds)
. . S . 1718-
Citrus reshni 2db linearis DNS (teljes cds) 2404 71,2 1
Citrus medica 2db linearis DNS (teljes cds) 1718 99,7 1
: . C . 1724-
Citrus maxima  2db linearis DNS (teljes cds) 1265 69,3
Brachyopodium
. yop linearis mRNS 1848 - 1
distachyon
Popolus
. P linearis mRNS (teljes cds) 1638 - 1
trichocarpa
Solanum
. linearis mRNS 1927 - 1
lycopersicum
Linum
e linearis mRNS (parcidlis cds) 405 - 1
usitatissimum
Rhodiola rosea  linearis DNS (teljes szekvencia) 1520 - 1
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Hany
Hossz Hasonlésag  csoport

Faj Megoszlas (bp) % toltotte
fel
Citrus reticulata linearis DNS (teljes cds) 1718 - 1
Citrus o :
auratinum linearis DNS (teljes cds) 1718 - 1
Citrus sinensis  linearis DNS (teljes cds) 1718 - 1
Rhodiola .
. . linearis mRNS (teljes cds) 1715 - 1
sachalinensis
Rhodiola .
linearis mRNS (teljes cds) 1670 - 1
crenulata

5.6. SAJAT SZEKVENCIA EREDMENYEK

Néhany minta (PG18, HKR, U4/4) esetében meghataroztuk a teljes nukleotid
szekvenciat. Ezeket Osszeillesztettik és 88,7-99,2 %-ban voltak egymassal hasonloak. Az
eltérés a legtobb esetben egypontos nukleotid-polimorfizmusokbol adoédott. Meg kell
jegyezniink, hogy az egyes mintakat csak 1-2 klonbol szekvenaltuk meg, igy nem zarhat6 ki a
szekvenalasi hiba lehetésége. Ugyanakkor éppen azért végeztiink SSCP vizsgalatot, hogy
lassuk valoban sok szekvencia varidns van-e ¢s az SSCP géleken megfigyelt nagy
valtozatossag megerdsiti a szekvenalasi eredményeket.

Két helyen egy 3 nukleotidos inzerciot talaltunk, ez azonban nem jar kereteltolodassal,
igy a fehérje szerkezetére ezek nincsenek nagy hatassal. Tovabbi terveink kozott szerepel az
SSCP gélek alapjan tobb eltérének bizonyuld minta esetén a TyrDC gén szekvenciajanak
meghatarozasa.

A 3 altalunk meghatarozott szekvenciat dsszehasonlitottuk az NCBI-ban megtalalhato
mas Rhodiola fajok szekvenciaival is. Kettd darab tirozin-dekarboxildz szekvencia volt az
adatbazisban, egy Rhodiola sachalinensis-b6l és egy Rhodiola crenulata-bol. A Rhodiola
crenulata foként SNP-kben kilonbozott a szekvencidinktdl, 77,7-84,8% kozott volt a
hasonlosag aranya a mi szekvencidinkkal. A Rhodiola sachalinensis az SNP-ken kiviil két
viszonylag hosszu inszerciot tartalmaz (18bp és 24bp), emiatt mutatott kisebb hasonlésagot a

mintainkkal, a hasonldsag mértéke 69,4-72,5% kozott valtozott.
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6. OSSZEFOGLALAS

A Crassulaceae csaladba tartoz6 Rhodiola rosea adaptogén hatast gyogynovényként
ismert, az emberi testre szamos jotékony hatast gyakorol. Tobbek kozott serkenti a kdzponti
idegrendszer mukodését, jotékonyan hat a hosszu tavii memoridra és a koncentracios
képességre, tobbféle jotékony hatdst gyakorol a szivre, illetve szerepe lehet a rak elleni
védekezésben.

A tirozin-dekarboxilaz enzim a tirozint tiraminna redukalja. Kulcsfontossagu szerepe
van a szalidrozid bioszintézisben, ami a rozavinek mellett a rozsagyokér adaptogén hatasaért
felelos hatdanyag. Az egyes egyedek szalidrozid felhalmozasaban nagy kiilonbségek vannak,
erre egy magyarazatot adhatnak a tirozin-dekarboxilaz gén allélvaltozatai.

Kutatasunk soran 142 DNS mintabol amplifikaltuk a TyrDC teljes ORF-jét PCR
segitségével. Az amplifikalt termékek agardz gélelektroforézissel valo ellendrzése utan SSCP
technikaval vizsgaltuk az egyes mintak kozotti eltéréseket.

Az SSCP technika segitségével megallapitottuk, hogy a TyrDC génnek sok szekvencia
valtozata van (65 minta esetén 34 haplotipust kiilonitettiink el). A gélképek alapjan
homozigota, heterozigota, illetve 3 vagy 5 ssDNS-t mutatd egyedeket is azonositottunk. Azt is
megallapitottuk, hogy bizonyos SSDNS-sel rendelkezé haplotipusok viszonylag gyakran
eléfordulnak (példaul az M, J, C, K vagy a J, C, K kombinaciok 10-10 mintaban fordultak
eld), masok viszont csak egy-egy vizsgalt mintara voltak jellemzoek (példaul az M, K, O az
Lo6-os mintara vagy az A, W kombinacié az M10-es mintara).

A 3 meghatarozott szekvencia illesztése alapjan a fajon beliili eltérésekeért foként SNP-
k a feleldsek, de egy pozicioban talaltunk egy 3 bazisparos inszerciot, ami kereteltolodast nem
okoz. Az SNP-k miatt az egyes aminosavakat kodolo tripletek tobb esetben megvaltoztak, ami
a fehérje szerkezetében is valtozast jelent. Ugyanakkor tovabbi vizsgalatokat igényel annak
eldontése, hogy a talalt SNP-k valojaban nem szekvenalasi hibabol adodnak-e.

Az NCBI-bol letoltott szekvencidk hasonlosaga 55,8-100 % kozott valtozott. Hosszuk
a parcialis szekvenciakat nem tekintve 1265-2404 bp kozott valtakozott. Néhany esetben egy
fajbol tobb eltéré szekvenciat is talaltunk. Ez megerdsitett minket abban, hogy lehet sok
szekvencia valtozata ennek a génnek.

Az elkovetkezd idészakban terveink kozt szerepel a TyrDC gén szekvenciajanak
meghatarozasa tovabbi mintakbol. Emellett néhany populacié részletes vizsgalatat is
szeretnénk elvégezni, a populacion beliili valtozatok szadménak felmérése céljabol, szintén

SSCP technikaval.
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