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I. Tudomanyos elozmények és célkituizések

A nitrogén az élovilag szamara nélkiilozhetetlen elem. Alkotorésze az €16 szervezetben
talalhato fehérjéknek, a fehérjéket kodolé nukleinsavaknak, valamint olyan fontos, bioldgiailag
aktfv molekulak felépitésében vesz részt, mint példaul a vitaminok és az intermedier anyagcsere
szamos molekulaja. Az él6lények szamara létfontossagu, hogy szervezetiik nitrogénellatasat a
kornyezetiikben talalhato forrasokbol folyamatosan biztositsak. A legjelentdsebb nitrogénforras
a levegd, melynek koriilbeliil 78%-a nitrogén. E hatalmas készlet azonban a kémiailag
rendkiviil stabil, harmas koétést dinitrogén molekula formajaban van jelen, melyet az él6lények
koziil csak néhany mikroorganizmus képes kozvetleniil hasznositani. E mikrobak koziil a
leghatékonyabban a pillangosviragu gazdanovénnyel szimbiozisban €16k redukaljak a nitrogént.
Az egyiittmiikodés kialakitasaban és mikodésében szerepet jatszo genetikai elemek
vizsgalataval a vilag szamos laboratoriumaban foglalkoznak. E munka soran mostanaig sikertilt
azonositani a mikrobialis partner szamos szimbiotikus génjét, és elkezdddtek a ndvényi partner

génjeinek megismerésére iranyulo kutatasok.

A szimbiotikus kapcsolat kialakulasa osszetett, tobb 1épésbol allo folyamat, melynek soran a
gazdanovény gyokerén kialakul egy specialis képzodmény, a gyokérgiimo. A szimbiozis
folyamatat fejlodésbiologiai szempontbol négy fo szakaszra oszthatjuk. Az elso szakasz az
ugynevezett preinfekcio idoszaka, a masodik az infekcios és giimokialakuldsi periédus, mig a
harmadik szakasz a giimd6 mikodésének beindulasat és fenntartasat foglalja magaban.
Negyedik az 6regedési idoszak, melyet a szovetek eloregedésébol szarmazo szovetpusztulas
jellemez. A nitrogénkoto giimo kialakulasanak folyamata bakterialis és névényi gének
egyiittmiikodésén, €s a két egyed kozotti folyamatos jelcserén alapszik. Az ebben szerepet
jatszo novényi gének az ugynevezett nodulin gének, melyek a giimoszovetben fejezodnek ki.
Megjelenésiik idobeli - és gyakran térbeli - elkiiloniilése alapjan korai (ENOD) - ezek a
preinfekcio illetve az infekcio soran fejezodnek ki - és késoi (NOD) génekre oszthatjuk oket.

A giim6fejlodés soran megnyilvanulé korai nodulin gének koziil mostanaig legalaposabban az
ENODI12-t tanulmanyoztak. Ez a gén a korai szimbiotikus folyamatokban feltételezett
kozponti szerepe miatt szamos kutato érdeklodésének kozéppontjaba kertilt, "slagergénnek”
szamitott a korai nodulacios gének kozott. A fokozott érdeklodés egyik oka, hogy az

ENODI12 gén a szimbiozis kialakulasa soran nemcsak a mar baktériumot tartalmazo novényi



sejtekben, hanem a baktériumok fogadasahoz sziikséges infekcids fonal elkészitésére
felkésziilokben is kifejezodik. Emellett a giimokezdemény osztodo sejtjeiben is kimutathato,
igy feltételezhetd volt, hogy a génnek sokoldalu szerepe van a giimokialakulas folyamataban.

Az intront nem tartalmazé ENODI12 gén egy olyan feltételezett fehérjét kodol, mely az N-
terminalis végén tartalmaz egy szignal peptid jellegti hidrofob régiot, mig a tobbi része két,
ismétlodo pentapeptid egységbol épiil fel. Ezen sajatsagok alapjan azt feltételezték, hogy az
ENODI12 fehérje a hydroxiprolin-gazdag glikoproteinek (HRGP) csaladjaba tartozik, €s az
infekcids folyamat soran az 1j sejtfal eloallitasaban vehet részt. Bar a feltételezett ENOD12
protein jelenlétét mostanaig nem sikeriilt bizonyitani, valosziniinek latszik, hogy az nem vesz
részt a névényi védekezomechanizmusban.

Korabbi kisérletekben szamos laboratoriumban egyértelmien bizonyitottak, hogy az ENOD12
gén kifejezodik a giimofejlodés soran. Arra azonban nem szolgaltattak bizonyitékot, hogy az
ENODI12 génnek van-e funkcioja, és ha van, ez a funkcio elengedhetetleniil sziikséges-e a
giimofejlodéshez vagy a hatékony nitrogénkotéshez. E kérdés megvalaszolasahoz
legmegfelelobb a genetikai megkozelitési mod, vagyis az ENOD12 génben mutans novények
eloallitasa, illetve természetesen eloforduldo mutans névények azonositasa €s funkcionalis
vizsgalata. Ha a mutaciot szenvedett gént tartalmazo egyedekben ki tudunk mutatni a
giimofejlodésben tortént valamely valtozast, megallapithatjuk, hogy az ENOD12 gén
funkcionalis, és a valtozas jellegétol fliggden kovetkeztethetiink a funkciora.

Ellenkezd esetben azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a génnek az adott névényben nincs

nélkiiiozhetetien szerepe a giimofejiodési folyamatban.

A genetikai megkozelités jelentoségét felismerve csoportunk munkatarsai Dr. Kiss Gyorgy
Botond vezetésével évekkel ezelott megkezdték a Medicago sativa komplexhez tartozo
lucerna novények genetikai térképének megszerkesztését. Ezt a munkat a diploid, kékviragu
Medicago sativa ssp. coerulea (Mc) és a szintén diploid, sarga viragszini Medicago sativa
ssp. quasifalcata (Mq) alfajokon végeztiik el, melyek idegenbeporzo, évelé névények,
egymassal és a termesztett lucernaval is keresztezhetok. A megszerkesztett lucerna genetikai
térkép nyolc kapcsoltsagi csoportot tartalmazott, mely megegyezik a lucerna haploid
kromoszémaszamaval. Munkank soran szamos nodulin gént sikertilt térképezniink, valamint
lehetové valt egyes molekularis szinten kimutathato, természetesen elofordulé mutaciok

azonositasa, 6roklodésiik vizsgalata.



Csoportunk munkajanak alapvetd célja a lucerna szimbiotikus nitrogénkotésben résztvevo
génjeinek molekularis szinten torténd megismerése genetikai €s biokémiai modszerek
alkalmazasaval. A dolgozatom targyat képezd vizsgalatok elkezdésekor célunk volt az
ENODI12 korai nodulaciés gén szimbidzisban betoltott szerepének vizsgalata diploid lucerna

novényekben. Ennek soran a kovetkezo kérdésekre kerestiink valaszt:

- az altalunk vizsgalt lucernafajokban hany ENOD12 gén talalhato,

- az elkésziilt lucerna genetikai térképen hany ENOD12 gént tudunk kimutatni, illetve mely
kapcsoltsagi csoportban helyezkedik el az ENOD12 gén(ek), illetve ha tobb gén van, a gének
ko6zott van-e genetikai kapcsoltsag,

- tudunk-e azonositani diploid lucernapopulacionkban olyan egyedeket, melyek ENOD12
génjiikben mutaciot szenvedtek: amennyiben igen,

- a mutaciot hordozo novények keresztezésével olyan egyedeket terveztiink eloallitani, melyek
homozigota formaban hordozzak a mutans gént, ezaltal alkalmasak a gén esetleges
funkciojanak vizsgalatara,

- a mutans homozigota egyedek funkcionalis vizsgalataval azt terveztiik megvizsgalni, vajon
van-e létfontossagu szerepe az ENOD12 génnek a szimbiozisban, és ha van, akkor milyen
jellegii funkciot lat el,

- az ENODI12 szekvenciaadatok felhasznalasaval milyen evolucios rokonsagi viszonyokat

tudunk megallapitani az egyes pillangosviraguak kozott



II. Alkalmazott kisérleti modszerek

A kisérleteinkhez a sargaviragu, diploid (2n=2x=16) Medicago sativa ssp. quasifalcata Sinsk.
(Mq) és a kék viragq, diploid (2n=2x=16) Medicago sativa ssp. coerulea Ledeb.(Mc) lucerna
novényeket hasznaltuk, melyek magjait Prof. Bocsa Ivan (G6dolloi Mezogazdasagi Egyetem
Kutatointézete, Kompolt) bocsatotta rendelkezésiinkre.

Az ENODI12 gén jelenlétének kimutatasahoz DNS-DNS (Southern) hibridizacios, és
polimeraz lancerakcios (PCR) kisérleteket végeztiink az Mqk93 jelii M. sativa ssp quasifalcata
és az Mcw? jelzési M. sativa ssp coerulea novényekbol izolalt total genomikus DNS-en. A
PCR-reakci6 soran kapott ENOD12 DNS-szakaszokat izolaltuk, majd didezoxi-

lancterminacios modszer segitségével nukleotidsorrendjiiket meghataroztuk.

Az szekvenciaanalizis eredményeinek felhasznalasaval a korabban mar k6zo6lt kiilonb6zo
pillangosviraguak és az Mq, Mc névényekbol szarmazo ENOD12 gének kozotti rokonsagot
megallapitottuk. Az egyes szekvenciakat a M. sativa ENOD12B (SB) bazissorrendjének
templatként valo felhasznalasaval szamitogép segitségével illesztettiik. Az illesztett
szekvenciak kozotti nukleotid-kiilonbségeket az Gsszes parositasi lehetdség esetében
kiszamoltuk. Az abszolut kiilonbségek szamat €s szazalékos értékeit tablazatban tiintettiik fel.
A deléciokat egy eltérésnek vettiik. Az ebbol szamolt szazalékértékek szintén megtalalhatok a
tablazatban, melyek alapjan evolucios fat készitettiink az osszekvencia modszer és a
tavolsagmatrixon alapulé modszer felhasznalasaval. Az elagazasi pontokat a kozos 0s
szekvencia modszerrel hataroztuk meg. Az adatokbol evolucios fat készitettiink, melyen az
egyes fajok ENOD12 génjei, illetve ezt kiterjesztve az egyes novények kozotti rokonsagot
abrazoltuk.

A gének 6roklodésének vizsgalatahoz a két lucerna alfaj egy-egy egyedének keresztezésébol
szarmazo egyedi F1 novény F2 utodait hasznaltuk. Az Mq novényt hasznaltuk anyaként, az
Mc-t pedig apakeént abban a keresztezésben, melynek soran eloallitottuk az F1
hibridnemzedéket (F1/1, F1/2, F1/4, F1/5, F1/11, F1/12 és F1/13). Ezek atmeneti (z61d)
viragszintiek lettek, mely a hibridjelleg egyszert bizonyitéka. Az F1/1 jeli egyedi F1 novény
onbeporzasaval allitottuk elo a masodik utédnemzedéket F2(S1[F1/1]). Az Mcw2 névény



onbeporzasaval allitottuk el az S1(S1[Mcw2]) utodokat. A névényeket 30 cm atméroji

cserepekben neveltiik iiveghazi koriillmények kozott 22-27 CO-on 16 oras fényperiddussal.

Az ENODI12 gén 6roklésmenetének vizsgalatahoz a sziilokbol, az F1/1, F1/11, F1/12 és F1/13
novényekbol, valamint az F2 populacio egyedeibol izolalt total genomikus DNS-eket
hibridizaltuk ENOD12 radioaktivan jelolt DNS-probaval. Hasonloképpen elvégeztiik az Mq,
Mc F1/1, F1/11, F1/12 és F1/13 egyedek polimeraz lancreakcios vizsgalatat, ENOD12

specifikus primerek felhasznalasaval.

A két sziilobol (Mq illetve Mc) szarmazo ENOD12 gének egymashoz viszonyitott helyzetének
megallapitasat harompontos térképezéssel végeztiik el. E kisérlet soran az egyes ENOD12
gének, az OPD13 RAPD (random amplifikalt polimorf DNS) marker és a LAP1 izoenzim
marker genetikai kapcsoltsagat allapitottuk meg az F2 és az S1 populaciokban. Az adatokbdl a
rekombinacios gyakorisagot €s a kapcsoltsag mértékét a maximalis valoszintiség (maximum
likelyhood) egyenlet alkalmazasaval szamitottuk ki, a MAPMAKER program felhasznalasaval,
illetve Griffiths és munkatarsai, valamint Rédei leirasa alapjan. Egy adott rekombinacios
gyakorisag esetén varhatd genotipus-aranyokat kontingencia-tablazatokban foglaltuk 6ssze. (/

IT1. Az eredmények 6sszefogialasa
Az ENOD12 gének jellemzése M. s. quasifalcata k93 és M. s. coerulea w2 névényekben

Elsoként az ENODI12 szekvenciak Southern hibridizacios mintazatat vizsgaltuk az egymassal
keresztezhetdo M. s. coerulea w2 (Mcw2) és M. s. quasifalcata k93 (Mqk93) lucerna
novényekben. Eredményként azt kaptuk (4 A. abra, Mgk93 és Mcw2 oszlopok), hogy az
Mqk93 névény egy 14 kilobazis (kb) nagysagi, mig az Mcw2 névény harom darab - egy 25,
egy 17 és egy 12 kb nagysaga - EcoRI fragmentet tartalmazott. A két novényben tehat
kiilonb6z6 ENOD12 gé\nek talalhatok, vagyis a két egyed kozott genetikai polimorfizmus van

az ENODI12 génben. ,},



A fentebb leirt kiilonbségeket polimeraz lancreakcio (PCR) technika felhasznalasaval is ki
tudtuk mutatni. Az Mqk93 névénybol egy 269 bazisparos (bp) fragment amplifikalodott (QA),
mig az Mcw2-bdl egy 299 bp-os (CB) és egy 239 bp-os (CA) fragmentet tudtunk kimutatni (4
B. abra Mqk93 és Mcw2 oszlopok). A PCR-amplifikacios és Southern-hibridizacios
eredmények alapjan, azt a munkahipotézist allitottuk fel, hogy az Mcw2 novény két kiilonb6zo
(ENOD12W25 és ENOD12W7), az Mqk93 pedig egyféle ENOD12 gént (ENODI12414)
tartalmaz.

Azt is sikeriilt megallapitani, hogy az Mcw?2 egyedbol kimutathat6 két amplifikacios termék
(CA és CB) mérete megegyezik a M. sativa novény megfeleld fragmentjeiével (SA és SB), mig
az Mqk93 egyed (QA) amplifikatumanak mérete azonos a M. truncatula n6vény megfelelo

(TA) fragmentjének méretével.

Az ENOD12 gének evolucidja

Az Mqk93 és az Mcw2 noveényekbol szarmazo amplifikacios termékek szekvenciaanalizise
lehetové tette szamunkra, hogy a korabban mar kozolt szekvenciaadatok felhasznalasaval a

kiilé6nboz6 pillangosviraguiak ENOD12 génjei kozotti rokonsagot megallapitsuk.
A korabban mar emlitett egy Mqk93 és két Mcw?2 amplifikacios terméket szekvenaltuk.....

Az egyes szekvencidkat a M. sativa ENODI12B (SB) bazissorrendjének templatként valo
felhasznalasaval illesztettiik. Ebbol az elrendezésbol latszik, hogy az Mcw2-bol szarmazo CA
és CB gének nagymértékben homologok a M. sativa ENOD12B (SB) és ENODI12A (SA)
génszakaszokkal. Azt is megallapitottuk, hogy az Mqk93 novény QA fragmentje hasonlé a TA
szekvenciahoz, amely a M. truncatula cv. Jemalong ENOD12 génjét jeloli. A CA, SA gének
egy jellegzetes 30 bp-os, a QA és TA gének egy szintén jellegzetes 60 bp-os deléciot
tartalmaztak. Ezek az eredmények alatamasztjak feltételezésiinket, hogy az Mcw2 novény két
kiilonb6z0, az Mqk93 pedig egy ENOD12 gént tartalmaz.

Az illesztett szekvenciak kozotti nukleotid-kiilonbségeket az 9sszes parositasi lehetoség

esetében kiszamoltuk és tablazatban feltiintettiik.



Az adatokbol késziilt evolucios fat lathatjuk a 6. abran, melyen az egyes fajok ENOD12 génjei,

illetve ezt kiterjesztve az egyes novények kozotti rokonsagot abrazoltuk.

A Medicago ENODI12 elagazasi pontja A és B génre megelozte a M. truncatula levalasat a M.

sativa komplexrol, bar e két esemény igen kozel van egymashoz ; |
>\ }l

Az ENOD12 gének oroklodése az Mqk93 és az Mcw2 novények utodaiban: A null allél

kimutatasa

Mivel az Mcw?2 és az Mqk93 novények ENOD12 génjei kozott genetikai
polimorfizmust talaltunk, a gén térképhelyzetét megallapithattuk. Ehhez eloszor a két novény
keresztezésébol szarmazo F1 utddokban az ENODI12 genotipusat hataroztuk meg. Az F1
novények EcoRlI restrikcios enzimmel emésztett DNS-ének ENOD12 specifikus probaval
végzett hibridizalasa soran azt az eredményt kaptuk, hogy egyes F1 novények csak az Mqk93
noévényben talilhaté ENOD12 gént (ENOD12914) 6rokolték, mig masokban mindkét sziild
génje megtalalhaté (ENOD12914, valamint ENOD12W25 és ENOD12W17). Péld4ul az F1/1
és F1/12 n6vények csak az ENOD12914 gént tartalmazzak, mig az F1/11 és az F1/13 egyedek

mindharmat (ENOD12414, ENOD12W25 és ENOD12W17),

E novényekben az ENOD12 gének mintazatat PCR amplifikacios kisérlettel is vizsgaltuk,
melynek eredménye a 4 B. abran lathat6. A DNS hibridizacios adatokkal megegyezden az F1/1
¢s az F1/12 egyedekben csak az Mqk93-ra jellemzo 269 bp-os fragmentet tudtuk kimutatni, az
F1/11 és az F1/13 utodokban pedig a két sziilore jellemzo mindharom DNS-szakasz
amplifikalodott (239 bp, 269 bp, 299 bp). Mivel talaltunk olyan F1 novényeket a két sziild
ut6dai kozott, melyek csak az egyik sziilobdl szdrmazé géneket hordoztak (ENOD12414), és
nem tudtuk kimutatni beloliik a masik sziilore (Mcw?2) jellemzo gének egyikét sem, azt a
munkahipotézist allitottuk fel, hogy az Mcw? sziilé az ENOD12W25 és ENOD1217 gének

mellett heterozigota formaban, valdszinileg egy delécios esemény kovetkeztében egy null allélt
tartalmaz (ENOD12W0),
Ha e feltételezésiink igaz, az ENOD12414/ENOD12W0 allélokat hordoz6 F1 névények

onbeporzasabol szarmazo utdodokban az apai homozigota egyedek homozigota null allélosok

(ENOD12W0/ENOD12WV) lesznek, vagyis nem tartalmaznak ENOD12-vel hibridizalo



fragmentet. Hipotézisiink ellenorzése céljabol kivalasztottuk az F1/1 novényt, majd
onbeporoztuk, és az ebbol szarmazo F2 utdodnemzedékben (S1[F1/1]) vizsgaltuk az ENOD12

gének oroklésmenetét

Tizenharom olyan egyedet talaltunk, melyek nem tartalmaztak az ENOD12 prébahoz
hibridizalo fragmentet.

Hipotézisiinket alatamasztja az az eredmény is, hogy a Mcw2 névény 6nbeporzasabol
szarmazo6 utodnévények kozott olyan novények is talalhatoak, melyek nem tartalmaznak v

ENOD12 gént, vagyis homozigotak az ENOD12W0 allélra

Az ENOD12914 gén térképhelyzetének meghatirozisa

Bar feltételezhetd volt, azonban kisérletesen még nem bizonyitottuk, hogy a kiilonb6zo
ENOD12 gének ugyanabban a kromoszomarégioban helyezkednek el. A térképezési
kisérletekkel valaszt kerestiink arra a kérdésre, hogy az altalunk vizsgalt névények genomjaban

talalhato-e tobb, ENOD12 gént tartalmazo kromoszomalis régio.

Az Mcw2 és Mgk93 novények ENOD12 génjében kimutatott, az F1/1 névénybe 6roklodo
genetikai polimorfizmus (ENOD12q14/ENOD12W0) lehetoveé tette szamunkra a gén

térképezését. A térképhely meghatarozasahoz az F1/1 névény onbeporzasabdl szarmazo F2
[S1(F1/1)] térképezo populacio egyedeinek ENOD12 genotipusat allapitottuk meg
Megallapitottuk, hogy e gén a lucerna genetikai térkép 3. kapcsoltsagi csoportjanak egyik
végén elhelyezkedd LAP1 izoenzim génjétdl 23 centimorgan genetikai tavolsagra helyezkedik
el. Ez a térképtavolsag jo egyezést mutat a tovabbfejlesztett genetikai térképen megfigyelhetd
27 centimorgan (24 % rekombinacio)tavolsaggal.
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Az ENOD12W25 és az ENOD12W17 gének térképezése



Mivel a genetikai térkép elkészitéséhez térképezo populacioként szolgalé F1/1 névénybe €s
annak utodaiba nem 6roklodtek az Mcw?2 sziilobol szarmazo gének (ENOD12W25/ w17y e két
gén térképhelyzetének megallapitasara mas megkozelitést alkalmaztunk.
Az ENODI12W25 ¢s az ENODI12WI7 gének térképhelyzetének megallapitasa céljabol
szegregacidjukat megvizsgaltuk az Mcw2 novény onbeporzott utddaiban (S1[Mcw2]), és a
kapott genotipusadatokat felhasznaltuk a LAP1 génnel vald kapcsoltsig mértékének
megallapitasaira. Amennyiben ez az érték kozelitoen egyezik az ENODI12414/LAP1 gének
kapcsoltsaganak értékével, megallapithatjuk, hogy az ENODI12414 ¢s ENOD12W25/wl17
ugyanazon a kromoszoman helyezkednek el, viszont azt nem tudjuk meghatdrozni, hogy a
LAP1 génhez képest melyik iranyban talalhatok.
A 149 S1 ut6dbol 137 egyed ENOD12 és LAP1 genotipusat hataroztuk meg.
A térképezo és az S1(Mcw2) populacioban a LAP1 és ENODI12 gének kozott kapott
rekombinacios szazalékok és térképtavolsagok osszehasonlitasa alapjan megallapithattuk, hogy
az ENOD12W25/w17 gének genetikailag kapcsoltak a LAP1 génnel, és attol valo genetikai
tavolsaguk hasonlé az ENOD12414/LAP1 gének térképtavolsagahoz. 2

Az is kideriilt tovabba, hogy az altalunk vizsgalt populaciokban egyetlen olyan egyedet
sem talaltunk, melyben az ENODI12W25 ¢s az ENOD12W17 kozott rekombinacid tortént
(vagyis mindkét hibridizalo fragment mindig egyiitt 6roklodott), ami azt jelenti, hogy e két gén

szoros kapcsoltsagot mutat.

Az OPD13/1 RAPD marker felhasznalasa a harompontos térképezéshez

A fenti eredmények alapjan nem lehetett eldonteni, hogy az ENOD12W25/w17 gének a LAP1
génhez képest a kromoszoma vége felé (mint az ENOD12414) vagy azzal ellentétes iranyban

helyezkednek-e el, azaz valoban ugyanabban a kromoszomalis régioban talalhatok-e, mint az

ENOD12414 A kérdést a harom pontos térképezés alkalmazasaval terveztiik megvalaszolni.
Ennek soran harom genetikai marker egymashoz viszonyitott térképtavolsagait hatarozzuk
meg, amibol az egyes markerek sorrendje egyértelmiien megallapithato.

A harompontos térképezés megvalositasahoz elso 1épésként azonositanunk kellett egy olyan

markert, amely genetikailag kapcsolt mind az ENOD12W25/W17  mind pedig a LAPI
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génekkel. E markert hasznalhatjuk harmadik pontként a térképezés soran, melynek
segitségével meghatarozhatjuk az ENOD12W25/W17 gének helyzetét a LAP1-hez képest.
A genetikai marker azonositasahoz a Random Amplifikalt Polimorf DNS (RAPD) nevii

technik4at hasznaltuk. A marker kereséséhez az Mcw2 ndvény oOnbeporzasabol szarmazéd
populacio 28 egyedét hasznaltuk, melyek kozott homozigota ENOD12W0, homozigéta
ENOD12W25/W17 &g heterozigota névények is voltak. Amikor az OPDI13 nevil tiztagu
oligonukleotidot hasznaltuk primerként és az Mcw2, Mqk93, valamint ezek utddaibol (F1/1,
S1[F1/1]) szarmaz6 DNS-t templatként, talaltunk egy olyan kb. 800 bp nagysagh
amplifikalodo fragmentet (OPD13/1), amely az 0Osszes ENOD12W0 homozigéta, illetve
heterozigota egyedben megjelent, viszont azokban, amelyek nem tartalmaztik az ENOD12W0

(ENOD12W25/w17  ENOD12914 homozigotak) allélt, nem kaptunk amplifikiciét. Az
eredmény azt mutatta, hogy az altalunk azonositott fragment genetikailag kapcsolt az

ENOD12W25/W17 génekkel, vagyis a harompontos térképezéshez felhasznalhato.

Kovetkezo 1épésként meghataroztuk az OPD13/1 marker genetikai tavolsagat a LAP1 géntol
az S1(Mcw2) populacidban, valamint vizsgaltuk mindkét populacioban az OPD13/1 és az
ENODI12 markerek kozotti rekombinacio mértékét is. Az elso esetben a rekominacios
gyakorisag értéke 28% volt mindkét populacioban, a masodik esetben pedig 5% illetve 4%
rekombinacidos gyakorisagot kaptunk a két populacioban, ami jO egyezést mutat. A kapott
eredményeke alapjan megallapithattuk, hogy a harom marker sorrendje megegyezik a két
populdciéban, vagyis az ENOD12d414 &s az ENODI12W25/WI7 gének ugyanabban a
kromoszomalis régioban helyezkednek el.

Az ENOD12 gén expresszioja M. s. quasifalcata és M. s. coerulea névényekben. A csak

ENOD12W0 allélt tartalmaz6 novények giimoképzése és nitrogénfixalé képessége

Annak eldontésére, hogy az altalunk azonositott ENOD12 gének funkcionalisak-e, az
Mqk93 és Mcw2 sziilok giimoibol izolalt RNS-en reverz transzkripcios PCR (RT-PCR)
analizist végeztink. Eredményként megkaptuk az Mqk93 és Mcw2 névényekre jellemzo
ENODI12 fragmenteket. Annak megallapitasara, hogy a keletkezett fragmentek valoban
ENOD12 gének, e fragmenteket radioaktiv izotoppal jelolt ENODI12-specifikus probaval
hibridizaltuk. Az ENODI12 proba a fragmentekkel er6s hibridizaciot adott, igy
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megallapithattuk, hogy az RT-PCR moédszer felhasznalasiaval kimutatott DNS-szakaszok
valoban ENOD12 gének. E kisérletekkel tehat igazoltuk, hogy az altalunk vizsgalt ENOD12
gének valoban kifejezodnek.

Az ENODI2 gént nem tartalmazo novények gimoképzési hatékonysaga nem
kiilonbozott a vad tipusa egyedekétol Sem a kialakult giimok szamaban, sem a giimok
mikroszkopos struktirajaban, sem pedig a novények nitrogénkotési hatékonysagaban nem
tudtunk kiilonbséget kimutatni. Ezek alapjan levontuk a kovetkeztetést, hogy a mi kisérleti
koriilményeink kozott, az altalunk vizsgalt lucernafajokban az ENOD12 gén jelenléte nem

sziikséges a hatékony giimoképzéshez és nitrogénkotéshez.

Osszefoglalas: munkank soran eldszér nyilt mod egy nodulacios gén funkcidjanak vizsgalatara.
Természetese elofordulo null allélt homozigota formaban hordozéd egyedek azonositisaval
kimutattuk, hogy az ENODI12 gén a mi kisérleti koriilményeink kozott nem jatszik
nélkiilozhetetlen szerepet a szimbiotikus nitrogénkotés folyamataban. Az elvégzett kisérletek
igazoljak a genetikai térképezésen alapulo modszer hatékonysagat  kiilonb6zo gének

funkcidjanak vizsgalataban.
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Tézisek 11

Az in6 mutacio6 genetikai jellemzése diploid lucerna (Medicago sativa ssp.

coerulea) novényben

I. Tudomanyos elozmények és célkitiizések

Osszhangban az elozoekben leirtakkal, a genetikai térképezésen alapul6 génklénozas
alkalmazasaval célul tliztiik ki a szimbiotikus folyamatban szerepet jatszo gének izolalasat.

E feladat megoldasahoz két dolog nélkiilozhetetlen: egy molekularis markereken alapulo
részletes genetikai térkép elkészitése és a szimbiotikus funkcioban hibas mutans névényi egyed
izolalasa.

Egy adott biologiai folyamat megismerését nagymértékben elosegithetjiik a folyamat valamely
Iépéséhez sziikséges gén(ek)ben hibas mutansok izolalasaval és azok jellemzésével. A hibas
gént hordozo egyed vizsgalatakor biztosak lehetiink abban, hogy a kérdéses gén
nélkiilozhetetlen szerepet jatszik az adott folyamatban.

A genetikai modszereken alapulo, mutans izolalasi és komplementalasi eljaras - a
biokémiai megkozelitéssel Gsszehasonlitva - a novényi genom nagy mérete miatt azonban
nehezebb, hosszu idot és sok faradsagot igénylo munka. Gyorsabban érhetdk el eredmények a
masik modszer, a ¢cDNS génbankok differencial- illetve szubtraktiv hibridizalasan alapulo
biokémiai megkozelités alkalmazasaval. Ennek soran Rhizobiummal fertozott (vagy Nod
faktorral indukalt) novényekbol készitett cDNS génkonyvtarbol izolaljak azokat a klonokat,

melyek nem talalhatok meg az indukalatlan kontroll novényekbol készitett cDNS géntarban. A
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vilag szamos laboratoriumaban irtak le ezzel a moddszerrel izolalt korai és késoi nodulin
géneket, melyek koziil csoportunk munkatarsai a nodulin-25 késéi nodulacids gént klonoztak
és jellemezték. Az elozo fejezetekben emlitett korai nodulacios géneket is ezzel a modszerrel
izolaltak. Az ilymodon klonozott génekrdl azonban csak annyit tudunk, hogy a szimbiozis
soran kifejezodnek, arr6l azonban, hogy van-e valamilyen funkciojuk a szimbiotikus
folyamatban, csak feltételezésekkel rendelkeziink. A feltételezések szekvenciaanalizisen €s in
situ hibridizacios adatokon alapulnak, melyek alapjan e kérdést nem lehet megvalaszolni. A
probléma megoldasahoz elengedhetetlen a mutaciot szenvedett gének azonositasan alapulo
vizsgalat.

A szimbiotikus nitrogénkotési funkciojukban hibas névényi egyedek izolalasa torténhet
indukalt mutagenezissel, illetve természetesen eloforduld mutaciok azonositasaval. Mostanaig
szamos pillangos fajbol izolaltak mutansokat, melyeket keresztezések segitségével genetikailag
jellemeztek. A giimoképzési, illetve a szimbiotikus nitrogénkotési hatékonysag megvaltozasa
alapjan harom kategoriaba sorolhatjuk a névényi mutansokat.

Az egyik csoportba azok tartoznak, melyek nem képeznek giimoét effektiv
baktériumtorzs jelenlétében sem. Ezeket nevezziik giimoképzési (nodulacios, vagy Nod-)
mutansoknak. Ezek kétfélék lehetnek. Vannak olyanok, amelyeken a bakterialis fertozést
kovetoen semmilyen valasz nem figyelhetdo meg, vagyis sem gyokérszorgorbiilés, sem kérgi
sejtosztodas nem mutathato ki. Ide tartoznak példaul a szdja nod139 mutansa, melyet 75 rj6-
nak is jelolnek, a borso sym8-as €s a lucerna MnNC-1008-as (NN-1008) mutansa. A Nod~
mutansok masik csoportjat azok a névények alkotjak, melyek nem képesek giimo kialakitasara,
azonban gyokérszor deformacio illetve kérgi sejtosztodas indukalodasa megfigyelheto. Tobbek
kozott a szdja nod49 és nod772 mutansai tartoznak e kategoriaba, melyek allélikusak a
korabban mar izolalt j1 mutacioval, valamint a borso sym?2-es mutansa is e csoport tagja.

A novényi szimbiotikus mutansok masik kategoriajat a giimot kialakito, de szimbiotikus
nitrogénkotésre vad tipusu baktérium jelenlétében is képtelen nitrgénfixacios (Fix™) egyedek
alkotjak. Nitratot nem tartalmazo kozegben a nitrogénhiany kovetkeztében a novények
zoldtomege kisebb, giimdjiik a vad tipusu rézsaszin giimovel ellentétben fehér, és mutatjak a

klorozis jellegzetes tiineteit (pl.: levelek sargulasa). E mutans-kategoriaba tartoznak példaul a
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szoja Rj2, Rj3, Rj4 mutacidi, melyek dominansan 6roklodnek, a borso és a lucerna inl, in2,
in3 és in4in5 mutansai, melyeket tetraploid vonalakban azonositottak, és recessziv
oroklodésiinek bizonyultak. Hasonloképp recessziv 6roklodési a csoportunk munkatarsai altal
izolalt M. coerulea Fix1/9 (in6) mutans is. =
Az eddig felsoroltak mellett harmadikként meg kell emliteni az in. "szupernodulalo”

pillangosviragu-mutansokat is, melyekre az a jellemzd, hogy hatékonyabb nitrogénkétésre

képesek, mint a vad tipusu egyedek, ezaltal z6ld tomegiik megnovekedik.

Ha mar rendelkeziink meghatarozott funkcioban hibas gént tartalmazo egyed(ek)el, a mutacio
altal érintett gén tovabbi vizsgalatahoz, funkcidjanak megismeréséhez elengedhetetleniil
hozzitartozik az adott gén izolalasa. Ezt a feladatot a térképezésen alapuld génizolalas
modszerének alkalmazasaval oldhatjuk meg.

Egy molekularis markerek felhasznalasaval késziilt genetikai térkép segitségével a mutdciot
szenvedett gének helyzetét megallapithatjuk a genomban. Ezt kovetden a hozzajuk legkozelebb
elhelyezkedd6 DNS-markereket kiindulasi pontként hasznalhatjuk a "genomsétahoz", melynek
segitségével az adott gént izolalhatjuk. A wvad tipusi gén mutans novénybe torténd
transzformalasaval elvégzett komplementacios kisérletekkel igazolhatjuk, hogy az izolalt gén ,
funkcionalis.

Az ut6bbi tobb, mint tiz évben igen elterjedt a molekularis markerek alkalmazasa a
genetikai térképezésben. A Restrikcios Fragment Hossz Polimorfizmuson (Restriction
Fragment Length Polymorphism v. RFLP), illetve a Random Amplifikalt Polimorf DNS
(Random Amplified Polymorphic DNA v. RAPD) technikan alapulé markerek hasznalatanak
szamos elonye van a klasszikus géntérképezéssel szemben. Egy tobb szaz DNS-marker
felhasznalasaval elkészitett géntérkép lehetové teszi egy adott gén térképhelyzetének pontos
meghatarozasat. A nemrégiben kifejlesztett "kupacolasi" technika felhasznalasaval pedig a
keresett génhez nagyon kozeli (< 10 cM) DNS-markerek izolalasara van lehetdség, ami a
génizolalashoz sziikséges genomséta tutjat jelentosen leroviditi.

Az eukaridta szervezetekbol torténd génizolalas terilletén az utobbi néhany évben elért

eredmények igazoljak azt az allitast, hogy a mutansok szelekcidja a genetikai térképezésen
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alapulé génizolalassal parositva egyediilallo lehetoséget biztosit funkcionalis eukariota gének

azonositasahoz és jellemzéséhez.

Csoportunkban Dr. Kiss Gyorgy Botond vezetésével kezdodtek meg a lucerna szimbiotikus
nitrogénkotésben résztvevd génjeinek megismerését célzo kutatasok. E munka sordn
megszerkesztettiik a diploid lucerna molekularis markereken alapul6 térképét, és, szimbiotikus
funkcioban mutans lucernanovényeket izolaltunk.

Mutinsok izolalasa céljabol lucerna magok kobaltbesugazassal térténd mutagenezisébol
szarmazo6 szimbiotikus nitrogénfixalasi képességben hibas (Fix™) novényt azonositott Dr. Kiss
Gyorgy Botond munkatarsaival a diploid Medicago sativa ssp. coerulea lucernapopulacidban.
Az izolalt mutanst elnevezték Fixl-nek (McIN6), a mutaciot szenvedett gént pedig fix1-nek
(in6). A mutans novénnyel szamos keresztezési kisérletet végeztek. E vizsgalatokkal igazoltak,
hogy a mutacid monogénesen, recessziv modon 6roklodik. Emellett mikroszkopos analizist
végeztek a kialakult giimokon, és megallapitottak, hogy a mutacio jellege hasonlo a tetraploid

lucernabdl izolalt in2 és in3 mutansokhoz.

II. Alkalmazott kisérleti modszerek

A Kkisérleteinket az elsd részben leirtakkal megegyezo novényi anyagon végeztiik el. Az Mc
novény magjain torténd kobaltbesugarzast kovetoen (M1) meghataroztuk a magok csirazasi

szazalékat, majd a magok felét M2 populacio eloallitasahoz hasznaltuk fel.

A noévények nitrogénfixalasi képességének meghatarozasat Gibson-tapoldattal locsolt perlitet
tartalmazo cserepekben végeztiik. Az inokulalashoz a Rhizobium meliloti AK631 torzset
hasznaltuk. A kisérletek soran vizsgaltuk a nitrogénfixacio sériilésekor jelentkezo alapveto

fenotipusokat: a lassabb névekedést, a levelek sargulasat valamint a szarazsuly-csokkenést.
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A DNS-technikdkon alapuld térképezési eljaras sordn az elsd részben targyaltaknak
megfeleloen jartunk el Kisérleteinkhez a Southern-hibridiziciot és a PCR-amplifikaciot

hasznaltuk, valamint a szintén a PCR eljarason alapulo RAPD-technikat alkalmaztuk.

A mutins gén o6roklodését kiilonbozo keresztezésekben vizsgaltuk. A mutans névényt
onbeporoztuk, valamint kereszteztiikk mind vad tipust M. sativa ssp coerulea, mind pedig vad
tipusi M. sativa ssp quasifalcata novényekkel. Az Mq névénnyel vald keresztezésbol
szarmazo F1 illetve F2 utdédnemzedékbet hasznaltuk a gén térképhelyzetének
meghatarozasahoz. Az e populacioban kapott kapcsoltsagi adatokat a térképtranszfer modszer
alkalmazasaval atvittiik a lucerna genetikai térképének elkészitéséhez hasznalt F2 populaciora,

ahol az egyes markerek helyzetét pontosan meghatarozhattuk.

ITI. Az eredmények osszefoglalasa

A lucerna in6 mutansanak jellemzése

A M. sativa ssp coerulea magpopulaciobol szarmazo McIN6 novényi egyed Rhizobium
meliloti AK631 baktérium jelenlétében képtelen a 1égkori nitrogén hatékony megkotésére. A
mutans novény nitrogénmentes taptalajon vad tipusa Rhizobium meliloti jelenlétében a
nitrogénhiany jellegzetes tiineteit mutatja. A novekedés visszamaradott, a viragkialakulas gatolt
¢s a levelek szine sarga. A nvényt kotott nitrogént tartalmazo taptalajon is neveltiik, hogy
meggyBzBdhessiink rola, hogy csak szimbiotikus funkcioja sériilt. Ilyen koriilmények kozott
az McIN6 novény normalisan névekedett, viragot fejlesztett és 6n- illetve idegenbeporzasat
kéveBen magokat hozott. Szamunkra ez azt jelentette, hogy a mutacioért feleBs gén nem az
altalanos anyagcsereutben résztvev fehérjét kodol, hanem olyat, amely nagy valoszin#séggel a
szimbiotikus folyamatban jatszik szerepet.

Megallapitottuk, hogy kotott nitrogén nélkiil R. meliloti AK631 jelenlétében a novény szamos
fehér, ugynevezett ineffektiv giimBt képez.
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KisérleteinkbBl az is kideriilt, hogy a mutans homozigota novények - ellentétben az AK631
torzzsel - az RM41-es baktériumtorzzsel (mely az AK631 Bse) hatékony szimbidzisra képes
giimBt alakit ki. Mindkét baktériumtérzs hatékony nitrogénkotéstre képes vad tipusa

lucernaval.
Az in6 muticié genetikai analizise

Az in6 mutaciot genetikai kereresztezésekben vizsgaltuk. Az McIN6 novény Fix- jellege
vegetativ €s generativ (6nbeporzas) kezelések utan is megmaradt. '

Az McIN6 novény Mcw?2 vad tipust lucernaval valo keresztezése soran az 9sszes keletkezett
F1 egyed képes volt nitrogénkotésre, vagyis Fix+ fenotipust mutatott. Ez a mutacio recessziv
jellegét bizonyitotta.

Az F1 novéynek 6nbeporzasa soran a mutacio egygénes normal mendeli 6roklésmenetet
(szegregaciot) mutatott.

Az in6 mutacio térképezése céljabol az McIN6 novényt kereszteztiik a sargaviragi M. sativa
ssp. quasifalcata (Mq) novénnyel is. Ezaltal lehetové valt a lucerna genetikai térképének
elkészitése soran felhasznalt molekularis markerek alkalmazasa a gén térképezésére. A gén
helyzetének meghatarozasahoz két lehetséges megkozelités kinalkozott. Egyrészt
kapcsoltsagot kerestiink mar térképezett markerek és az in6 gén kozott, masrészt olyan
markereket igyekeztiink azonositani, melyek térképhelyzete ugyan ismeretlen, viszont
kapcsoltsagot mutatnak az in6 génnel. A sikeres térképezés elofeltétele volt, hogy az
azonositott marker mindkét térképezo populacioban (S1F1/McxMq és S1F1/McIN6xMq)
szegregaljon.

Munkank soran 16 ismert térképhelyi RFLP és 24, hasonloképp ismert térképhelyzeti, RAPD
marker kapcsoltsagat vizsgaltuk az in6 génnel. Ezek a markerek 20 cM intervallumokban az
akkor altalunk térképezett genom 70%-at lefedték.

A masik megkézelités soran eddig még nem térképezett markerekkel kerestiink kapcsoltsagot.
E kisérlet eredményeképp megallapitottuk, hogy az OPE7X nevii RAPD marker kapcsoltsagot
mutat az in6 génnel. Ezutan térképtranszfer alkalmazasaval meghataroztuk az OPE7X marker
térképhelyzetét az altalunk készitett lucerna genetikai térképen: a marker a 7. kapcsoltsagi
csoportba térképezodott, az UO69 és .83 RFLP markerek kozé. Ebbol az eredménybol
levonhattuk a kovetkeztetést, hogy az altalunk vizsgalt in6 gén szintén ebben a genomrégioban
helyezkedik el.
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Osszefoglalva: munkank soran jellemeztiik a szimbiotikus nitrogénkotési funkcidban hibas
MCcIN6 Medicago sativa ssp. coerulea névényt. Genetikai analizissel megallapitottuk, hogy a
mutacio egy gént érintett, amely mendeli szegregaciot és recessziv 6roklodésmenetet mutat.
Genetikai térképezés segitségével megallapitottuk, hogy a gén az altalunk szerkesztett lucerna
genetikai térkép 7. kapcsoltsagi csoportjara térképezodik.

Jelen munkabol ezidaig kozlemény nem jelent meg. A hianyzo kisérletek elvégzése utan az
eredményeket a megfelelo szakfolyoiratban kozzétessziik; a kézirat jelenleg szerkesztés alatt

all.
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Tézisek I1I

A Bcl-2 és Bel-Xy, fehérjék funkcidjanak vizsgalata egér sejtkultiraban

I. Tudominyos elozmények és célkitiizések

A programozott sejthalal, masnéven apoptozis, a sejtek aktiv ,,6ngyilkossagi“ funkcidja, mely a
fiziologiasan felesleges sejteket megsemmisiti. Az apoptozis folyamata eltér a masik alapvetd
sejthalal-tipustol, a nekrozistol, vagy mas néven patologias sejthalaltol, mely nem része egy
szervezet normalis fejlodési programjanak. Az apoptozis fontos szerepet jatszik mind az
egészséges szovetkifejlodésben, mind pedig a mar kialakult szovetek fenntartasaban. Az eddigi
kisérletek alapjan valoszinii, hogy e mechanizmus minden soksejtii organizmusban el6fordul.

A sejtosztodas és a programozott sejthalal, ugy tinik, pontosan ki vannak egyensulyozva, ami
egy adott kornyezetben az optimalis szovetstruktura fenntartasat szolgalja. Ismereteink szerint,
sok esetben e kényes egyensilyban bekovetkezett valtozas all szamos human betegség
hatterében.

Az apoptotikus folyamat univerzalitasa ellenére igen kevéssé ismertek azok a mechanizmusok,
amelyek programozott sejthalalhoz vezetnek. Az mar ismert, hogy ez egy aktiv, energiaigényes
folyamat, amely sejten beliili endonukleazok aktivalasaban kulminal. Ez a kettosszala DNS
fragmentalodasat €s a genetikai anyag felbomlasat eredményezi. Az apoptotikus sejteket
ultrastrukturalisan a sejtmembran feloldodasa, sejtzsugorodas és magi fragmentalodas jellemzi,
de mas, sejten beliili organellunok, mint pl. a mitokondrium és lizoszomak, viszonylag épek
maradnak. Kiilonb6z6 soksejtes szervezetekben, mint C. elegans vagy Drosophila sikertiilt
mostanaig azonositani az apoptotikus mechanizmus egyes elemeit, és igazolni, hogy a

mechanizmus evoliciosan erésen konzervalt. Ez magaban foglalja a folyamatot elindito

23



molekulakat, mint a reaper Drosophilaban, vagy a ces csalad tagjai C. elegansban; a sejthalal
,végrehajto“ molekulait, mint pl. az ICE cisztein proteazok csaladjanak egyes tagjait, melyek
koziil legjelentosebbek a ced-3 C. elegansban, az Ich-1 és CPP-323 emlosokben.

Az apoptotikus folyamat végrehajtasanak képessége nagy valdsziniséggel minden sejt
velejardja. A dontés, hogy a sejt meghaljon-e vagy sem, egyes kiilsd szignalok €s az adott sejt
,halalszignalra“ valo aktualis fogékonysaga kozotti kolcsonhatas soran sziiletik meg. Példaul a
CD4+8+ kérgi thymocytak kiilonosen érzékenyek szamos apoptotikus stimulusra, mg a sokkal
érettebb medullaris thymocitak ellenalloak. Ez az ellenalloképesség korrelal a Bel-2 fehérje
megemelkedett expresszidjaval.

A Bcl-2, melyet eredetileg a B-sejtek follikularis limfomajanak t(14;18) toréspontjanal
azonositottak, szamos apoptotikus stimulus hatasat képes ellensulyozni. A Bcl-2 egy
folyamatosan névekvo fehérjecsalad ,.alapito tagja“. A csalad tagjai kozott meglevo homologia
alapvetoen két erdsen konzervalt régiora koncentralodik, az in. Bcl-2 homology 1 (BH1) és 2
(BH2) elemekre. E csalad tagja a Bax is, egy Bcl-2 homolog, mely 6nmagaval és a Bcl-2-vel is
dimert alkothat, és ha taltermelodik, gatolja a Bcl-2 funkcidjat. A Bcl-2, illetve funkcionalis

al valo heterodimerizaciot, ezaltal a Bcl-2 €s a Bcl-X;, nem tudja funkciojat ellatni. Ezek az
adatok azt sugalljak, hogy a Bcl-2 és a Bcl-X, a Bax-al valo heterodimerizacio segitségével
fejtik ki antiapoptotikus hatasukat. Ez a feltételezés magaban foglalja, hogy a (pl. Bax/Bax,
Bcl-2/Bc¢l-2) homo- illetve a (pl. Bax/Bcl-2) heterodimerek aranya a sejt apoptotikus

stimulusra valo érzékenységének fo meghatarozo tényezoje.

Mivel a 25 kD Bcl-2 fehérje aminosavszerkezete nem ad magyarazatot a lehetséges funkciora,
az utobbi idoben két fo iranyban folytak kutatasok e kérdés megvalaszolasara. Az egyik a
fehérje szubcellularis lokalizaciojanak vizsgalataval kivanja megadni a valaszt e kérdésre.

Bar az eddigi eredmények azt mutatjak, hogy a fehérje a mitokondrialis membranban
lokalizalodik, mindezidaig nem sikertilt kizarolagosan bizonyitani, hogy ez a lokalizacio
elengedhetetlen feltétele a Bel-2 antiapoptotikus mikodésének.

A masik megkozelités a Bcl-2 sejtciklusra gyakorolt hatasanak vizsgalataval keresi a valaszt a
kérdésre. Az elmilt néhany évben szamos vizsgalat bizonyitotta, hogy a sejtciklus egyes
elemeinek 6sszerendezetlensége apoptozishoz vezet, melyet a Bcl-2 gatolni képes. Szamos

sejtciklus-osszetevd (ciklinek, p34°*

, onkogének) programozott sejthalalra gyakorolt hatasa
mellett a Bel-2 sejteiklusra kifejtett kozvetlen hatasat is vizsgaltak. A szamos osszegyult adat

alapjan azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a nem megfelelelo sejtosztodasi szignal apoptozist
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indukal, és a Bcl-2 a ciklin-fliggo kinazok aktivitasara gyakorolt kozvetett hatason keresztiil
képes gatolni a sejtciklust.

Azonban felvetodik a kérdés, hogy vajon a sejtciklus nem megfeleld indukalasa altalanosan és
kizarélagosan sziikséges-e az apoptozis kivaltasahoz, illetve hogy a Bcl-2 kizarolagosan a

4°> mutansokkal, illetve sejtmag-

sejtciklus befolyasolasaval fejti-e ki hatasat. Hoérzékeny p3
eltavolitott vonalakkal végzett kisérletek bizonyitjak, hogy az apoptozis a sejtciklus-
alkotoelemek nélkiil is végbemegy. A nem megfelelo sejtciklus-inicialas tehat elindithatja a
programozott sejthalalt, viszont valosziniileg nem ez a folyamat végso kozos kivaltoja. Ugy
tanik inkabb, hogy a kiilonboz apoptotikus szignalok egy citoplazmatikus szabalyozdelem felé

konvergalnak, amely meginditja az apoptozist.

Laborvezetom, Oltvai Zoltan, munkatarsaival korabban szamos vizsgalatot végzett a Bcl-2 €s
a sejtciklus kapcsolatanak tisztazasara. Ennek soran vizsgaltak a fehérje foszforilaciojat (i),

szubcellularis lokalizacidjat (ii), valamint a sejtciklusra gyakorolt hatasat (iii).

(i) Human Bcl-2 génnel transzformalt, a Bcl-2 fehérjét tultermelo egér sejtvonalakkal végzett
kisérletek eredményeképp megallapitottak, hogy az interleukin-3 (IL) névekedési faktor
jelenlétében a sejt endogén Bcl-2 fehérjéje nem, mig a transzformacidval bejuttatott és
taltermelt human fehérje erosen foszforilalodik. Az is kideriilt, hogy amennyiben IL-3 nincs
jelen - ami egy erds apoptotikus szignal - a foszforilacié mértéke jelentosen gyengiil.

A fehérjefoszforilacio szerepét tobb szempontbol is vizsgalva, immunprecipitacios kisérletekkel
kimutattak, hogy a Bcl-2 fehérje foszforilalt formaban is képes heterodimert képezni a Bax-al,

tehat a fehérje ezen funkcidja nem valtozott.

(ii)Felvetodott annak a lehetosége is, hogy a foszforliacio megvaltoztatta a fehérje
térszerkezetét, tehat hatassal lehet annak szubcellularis lokalizacidjara. A kérdés
megvalaszolasara szubcellularis frakcionalast végeztek, és vizsgaltak a Bcl-2 jelenlétét a
kiilonb6zo frakciokban. Eredményként azt kaptak, hogy a foszforilalatlan formatol eltérden a
foszforilalt Bel-2 majndem kizardlagosan a citoszolban lokalizalodott. A foszforilacié tehat
drasztikusan megvaltoztatta a fehérje szubcellularis lokalizaciojat, mig a Bax-al valo '//

heterodimerizaciora nem volt hatassal.

(iii) A kérdés ezek utan az, hogy vajon mi a fiziologias jelentosége a Bcl-2 foszforilacidjanak és

defoszforilaciojanak. Figyelembe véve azt a mar ismert tényt, hogy IL-3-megvonassal kezelt
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sejtvonalakban a Bcl-2 tultermelése lassitja az IL-3 visszaadast kovetoen a sejtek sejtciklusba
valo belépését, egy lehetséges magyarazat, hogy a Bcl-2 foszforilacidja és/vagy megvaltozott
szubcellularis lokalizacioja megvaltoztatja a fehérje ezen késlelteto-funkcidjat. Bcel-2-
tiltermeld sejtvonalak sejtciklusparamétereit vizsgalva megallapitottak, hogy a Bcl-2 nemcsak

a ciklusba visszalépd, hanem a mar aktivan 0szt6do sejtekben is gatolja sejtosztodast.

Mivel a sejtosztodas gatlasa szamos esetben elegendo az apoptotikus szignalokkal szembeni
védelemhez, és mivel ez a funkcio megegyezik a Bcl-2 fehérje alapvetd szerepével, felvetodik
a kérdés, vajon a fehérje a sejtciklus gatlasan keresztiil fejti-e ki antiapoptotikus hatasat, avagy
a sejtciklus-gatlas és az antiapoptotikus funkcio a fehérje két, egymastol teljesen fliggetlen
tulajdonsaga. E kérdés megvalaszolasat a vad tipusu (wt) Bcl-2 illetve ennek antiapoptotikus
funkciojaban sériilt, MI-2 elnevezésii, BH1 szubsztitucios mutansanak sejtosztodasi
paramétereit hasonlitottuk 6ssze. Hogy eredményeinket a Bcl-2 csalad mas tagjaira is
altalanosithassuk, parallel kisérleteket végeztiik a BclX| -el, a Bcl-2 fehérje egy funkcionalis
homologjaval és ennek MI-3 nevit BH1 szubsztitucios mutansaval is. Feltevésiink az volt, hogy
amennyiben a BH1 szubsztitucios mutansok, melyek nem képesek antiapoptotikus funkciora, a
vad tipusu fehérjékhez hasonlo mértékben gatoljak a sejtosztodast, az antiapoptotikus és
sejtciklusgatlo funkciok fiiggetlenek kell legyenek egymastol.

II. Alkalmazott kisérleti modszerek

Kisérleteinket a mutans (FL5.12-MI-2 Bcl-2 [cl. 14]), illetve vad tipusi human Bcl-2-t
(FL5.12-wt Bcl-2), valamint mutans (FL5.12-M-3 BclXL [cl. 19]) és vad tipusu human Bcl-
XL-t (FL5.12-wt BelXL[cl. 18]) 6sszehasonlithaté mennyiségben kifejezo egér FL5.12 B-
sejtkultarakkal végeztiik. Kontrollként Bcl-2-vel nem transzformalt, neomicin- rezisztenciagént
tartalmazo FL5.12 Neo sejteket hasznaltunk. A sejtvonalakat elozetes kisérletekben
meghatarozott modon, a sejtek életbenmaradasahoz minimalisan sziikséges 25 TU/ml IL-3

jelenlétében tartottuk fenn.
A sejtekben IL-3 megvonassal indukaltuk az apoptotikus folyamatot. A lecentrifugalt sejteket

tobbszor mostuk Iscove’s oldattal, majd a sejteket IL-3 mentes, modositott Dulbecco-

tapoldatban névesztettiik tovabb.
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Minden kisérletben vizsgaltuk a sejtszamvaltozast, az apoptotikus és az egészséges sejtek
szamat, valamint flow cytometrias eljarassal meghataroztuk a sejtciklus-paramétereket.

A sejtszamolast Biirker-kamra segitségével végeztiik, az apoptotikus sejtek szamat pedig
tripankék-festésen alapulo életképesség-vizsgalattal allapitottuk meg.

A flow-cytometrias mérésekhez a kezelt sejteket lecentrifugaltuk, majd PBS-es mosas utan

propidium jodiddal festettiik és analizaltuk Oket.

III. Az eredmények osszefoglalisa

i. megallapitottuk, hogy mind a wt Bcl-2, mind pedig a wt Bcl-X), és ezek mutansait tartalmazo
sejtek még IL-3 jelenlétében is csokkent mértéki sejtciklus-aktivitast mutattak a kontrollként
hasznalt Neo-sejtekhez képest. A sejtek megkettozodése szintén hosszabb 1dot vett igénybe a

Bcel-transzformans klonokban.

ii. az IL-3 megvonas elso tizenkét orajaban a sjtszam nem valtozott, és a sejtek foképp a
sejtcikuls G1 fazisaban akkumulalodtak. A mutans és vad tipusu Bcl-2 sejtek nemcsak a G1,

hanem a G2/M atmenetnél is jelentosen felhalmozodtak.

iii. negyvennyolc oraval az IL-3 megvonas utan a mutans fehérjéket tartalmazo klonok es a
kontroll sejtek tobbsége elvesztette életképességét, az életbenmaradtak legtobbje a G1
stadiumban maradt. Ugyanakkor a vad tipusu és mutans Bcl-2 sejtek aranya tovabbra is

magasabb volt a G2/M-ben, mint a kontrollban, illetve a Bcl-X; -t expresszaldakban.

iv. Mivel a kontroll Neo sejtek tizenkét oras IL-3 megvonas utan még életképesek voltak, az
interleukin megvonast koveto tizenkettedik oraban IL-3-at adtunk az 6sszes sejtkultirahoz.
Tizenkét oraval a visszaadast kovetden a Bcel-klonok elsodlegesen a G1 (Bcl-X;, és mutansa),
valamint a G1 + G2/M fazisban voltak, ellentétben a kontroll Neo-val, amely mar az S-fazisba
belépett. Az S-fazoisba lépést kovetd tizenkét oraban a kontroll Neo sejtek szama rohamosan

megnott. Huszonnégy oraval a visszaadast kovetden a Bcel-klonok késleltetve, de
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kimutathatoan beléptek az S-fazisba, késobbi sejtszamnovekeddés nélkiil. Megjegyzendo, hogy
a wt Bcl-XL minden esetben erdsebb sejtciklusgatlast eredményezett, mint a wt Bel-2.

v. Kisérleteink soran felvetodott annak lehetosége, hogy a gatlast a tul alacsony citokinin-
koncentracio eredményezheti. Ennek kizarasara kiilonb6zo IL-3 koncentracioban nevelt sejtek
sejtciklusparamétereit vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy a magasabb IL-3 koncentracio, még a
telitési értéket elérve is, ugyan elosegiti a sejtproliferaciot, de a Bcl-fehérjék okozta gatlast

megakadalyozni nem képes.

Osszefoglalasképp megallapithatjuk, hogy kisérleteinkkel igazoltuk, hogy a Bcl-2 és a Bel-XL
sejtciklusgatlo és antiapoptotikus fukcidja elvalaszthatok egymastol, ebbol kovetkezoen a
fehérjék két kiilonbozo funkcioval rendelkeznek: apoptozis gatlassal és sejtciklus-blokkolo
képességgel. Tehat a fehérjék nem kizarélagosan a sejtciklus gatlasanak mechanizmusaval

hajtjak végr antiapoptotikus funkcidjukat.
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