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,Hibridember vagyok: benne élek a legizgalmasabb névény-élettudoményi kutatasok vildgaban,
de a mez6gazdasag aktudlis kérdéseit is figyelemmel kisérem.”



A szerkeszto ajanlasa

A noévények az evolucid sajatos utjat jarjdk. A napfény energiajat felhasznalva a légkori
szén-dioxidbdl és a talajbdl felvett vizbdl, valamint az abban oldott anyagokbdl tap-
lalkoznak, amihez helyhez kotott életmdd tarsul. Mindez megkéveteli télik a valtozoé
kornyezeti feltételekhez val6 folyamatos alkalmazkodast. Dudits Dénes akadémikus
mintegy fél évszidzados kutatéi munkassidgianak kozéppontjadban mindvégig a nové-
nyi egyedfejlédés rugalmassaganak hatterében allé6 molekularis genetikai folyamatok
és azok biotechnolégiai alkalmazasanak lehetéségei lltak és allnak ma is. Ez alatt a
nagyjabdl 6tven év alatt ez a kutatasi teriilet hatalmas véltozasokon ment &t: ekkor
valt lehet6vé a névényi sejtek fuzidja, a névényi gének izolaldsa, a névények genetikai
transzformdcidja, a géntechnolégiai médszerek biotechnoldgiai alkalmazasa, a teljes
névényi genomok megismerése, hogy csak a legfontosabbakat emlitstik. Ebben a ko-
tetben Dudits Dénes 70. sziiletésnapja alkalmabél néhany korabbi munkatarsa, tanit-
vanya, és maga az unnepelt arra véllalkoztak, hogy felvizoljak a modern névénybio-
légia és biotechnolégia nemzetkozi és hazai torténetének legfontosabb eseményeit,
jovébeni lehetéségeit, és emellett egy keresztmetszetet adjanak jelenlegi tevékenysé-
gitkrél is. Ennek a komplex célkittizésnek a kovetkeztében az egyes fejezetek jellege
rendkivil valtozatos, de reményeink szerint a ,,duditsi” szemlélet, a névénybioldgia és
biotechnolégia fontossagiba vetett hit, egységbe kovicsolja azokat.

Chikan Agnesnek a 70 éves Dudits Dénessel készitett interjija vezeti be a kéte-
tet, melybdl feltdrul elttiink az iinnepelt életitja és szakmai, tudomdnypolitikai
szemlélete. Ezt koveti Koncz Csabanak, a koélni Max Planck Novénynemesitési Ku-
tatéintézet egyik vezet$ kutatdjanak harom rendkivil igényes tudomanytorténeti fe-
jezete, amely az 6roklédés szabalyainak kezdeti felismerésétél a genomikai forrada-
lomig koveti nyomon a modern névénybiolégia kialakuldsat, bedgyazva a genetika
és a molekuldris bioldgia fejlédéstorténetébe. A fejezeteket olvasva méltan tolthet el
minket buszkeséggel, hogy hiny kivalé magyar tudds, illetve kutaté jatszott jelentds
szerepet ebben a torténetben. Ezek a fejezetek ugyanakkor kiviléan 6sszefoglaljak
azokat a tudomadnyos ismereteket is, amelyek elvezettek a géntechnoldgiai uton mé-
dositott organizmusok (GMO-k) megjelenéséig, és amelyek bizonyitjak szamos, a ge-
netikai médositassal szembeni kritika és félelem megalapozatlansigat. Ezt kovetGen
a ,,Dudits-iskola” korabbi névendékei (Fehér Attila, Mészaros Tamds, Magyar Zoltan,
Szabados Laszlé, Horvath Gabor) villantanak fel egy-egy sziikebb tudoményterile-
tet, amelyet jelenleg miivelnek, betekintést adva ezzel a névénybioldgiai kutatdsok



jelenébe. Mérocz Sdndor, kukoricanemesits, a Dudits Dénessel kézosen kidolgozott,
jelent8s biotechnolégiai alkalmazasokat megalapozé és nemzetkozi sikerd kukorica-
genetikai transzformdacids rendszer torténetét meséli el. A konyv zardsaként Dudits
Dénes maga tekinti at a hazai névény-biotechnoldgia maultjat, eddigi eredményeit és
lehetéségeit, egyebek mellett a géntechnolégiai mddszerekkel nemesitett novények
korul kialakult vita titkrében.

A kotetet ajanljuk mindazoknak, akik szeretnék megismerni vagy hallgatéik-
kal megismertetni a molekuldris névénytudomanyok és a névényi biotechnolégia
nemzetkozi és hazai torténetét, szeretnék béviteni novényi molekularis biolégiai
és biotechnoldgiai ismereteiket, vagy tajékozédni kivannak a névények géntechno-
l6giai uton torténd nemesitésével kapcsolatban felmertlt kérdésekrsl. Nem utolsé-
sorban ajanljuk a konyvet azoknak, akik betekintést kivinnak nyerni Dudits Dénes
akadémikus munkdssigiba, akinek eztton is kivdnunk 70. sziiletésnapja alkalma-
bdl j6 egészséget és hosszu, tovabbi sikerekben gazdag életet! Isten éltesse sokaig!

Fehér Attila



l. Egy ,hibridember” hetven éve
(CHIKAN AGNES INTERJUJA DUDITS DENESSEL)

Dudits Dénes, a laboratérium zart vildgiban szorgoskodd, nemzetkoézileg is elis-
mert eredményeket eléré kutatd neve a koztudatban akkor valt ismertté, amikor
az orszag legnagyobb élettudomdényi kutatékézpontjanak, az MTA Szegedi Biolégiai
Kozpontnak a féigazgatdja lett. Tizenharom évig irdnyitotta az ott folyé munkat,
melynek eredményeként ezt az idészakot masodvirdgzasként jegyzi a 40 éves, az
EU Kival6sagi K6zpontja minésitését elnyert intézmény kronikdja. A 70 esztendds,
Széchenyi-dijas akadémikus egyéni kutatéi palyaja a vezetdi teend6k mellett is to-
retleniil, egyenesen ivelt folfelé, irdnyitd, szervezé tapasztalatait 2008-t6l, a koztes-
tileti tagok bizalmdnak jévoltabél, az MTA alelnokeként is igyekezett hasznositani.
Mindemellett maradt ereje, kitartdsa és bitorsidga arra, hogy mindenféle szakmai,
politikai ellenszéllel szemben kiélljon tudomanyosan megalapozott meggy6z&dése,
a GMO-k létjogosultsidga mellett, vallalva a sajat presztizsét veszélyeztetd harci se-
beket is. Az SZBK-ban emeritusz professzorként tovabb dolgozé tuddssal életpélya-
jarol beszélgettem.

- Agrdrmérnékként a kutatdsi szaktertilete a névényi molekuldris és sejtbioldgia, az ag-
rdr-biotechnolégia. Ha folteszem az ilyenkor szokdsos kérdést: mi késztette rd, hogy ezt a
pdlydt vilassza, meglepddnék, ha azt felelné: kora gyermekkora éta erre késziilt.

- Marpedig ebben sok igazsidg van. Mindnydjunk életében az 6s6ktdl orokolt gé-
nek és a sztl6i mintdk a meghatarozoak, ezt nevezhetjik csalddi hattérnek. Moson-
magyarévaron szilettem, ott, ahol a Magyar Kirdlyi Gazdasigi Akadémia mikodott.
Edesapam, Dr. Dudits Dénes mint okleveles kézgazdasz, Groffits Gabor igazgaté tit-
karaként lett egy életre sz6l6 elkotelezettje ennek az 6vari intézménynek. Erzelmi
ragaszkoddsa és szakmai elhivatottsiga késztette a masodik diploma megszerzé-
sére, miutan okleveles gazdaként végezhette oktatéi munkajit. A mezdgazdasigi
és kozgazdasigi tudomanyok integrdldsa révén ujszerd szemlélettel foglalkozott a
gazdasagtorténettel és az tizemi tandcsadassal. Edesapam kutaté, kisérletezé poli-
hisztorként sokféle tudomany irdnt érdeklédott. Széles nyelvtudasa segitette az is-
meretszerzésben, gyakran lattuk, amint a kényvtari koélcsonkonyveket jegyzetelte.
Epitett szélmotort, a lakdsunkban sajat kémiai laboratériumot rendezett be. Ker-
tészkedd emberként mestere volt a névények nevelésének. Edesanyam tanitéonsként
Ovaron kiilonboz6 iskoldkban dolgozott. Az életviddm asszony energikus, szervezd
egyéniségként aktiv tagja volt a tanari karnak, tarsasidgoknak. Szuleink tulajdonsa-
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gait mi, gyerekek mas-mas kombinaciéban orokoltitk. Az agrar-felsGoktatas épiiletei-
nek kérnyezetében él6 kisgyerekként eszméltem a vildgra, és hatott ram a két sziilé
eltér6 egyénisége.

— A 40-es évek végét, az 50-es éveket a legtibb csaldd megszenvedte. Tudtommal az
idé tdjt a Gazdasdgi Akadémia jogutédja is bezdrta kapuit, Mosonmagyarovdr neve pedig
kés6bb még tragikusabb események emlékét idézte f6l. Hogyan érintette mindez az ondk
életét?

— A csaldd torténetének lényeges datuma 1949, amikor bezartdk az Agrartudo-
manyi Egyetem 6sszes vidéki osztalyat, igy a magyarévarit is. Nyilvan politikai szem-
pontokat is figyelembe véve, a professzori karbdl csak a kivalasztottak kaptak alldst
a Godollsi Agrartudomanyi Egyetemen. Edesapamat egyetemi intézeti tanarként
37 évesen nyugdijaztdk. Végil aztin egy allami gazdasdgban épitésvezetd agroné-
musként alkalmaztdk.

- Az akkori kisgyerek szdmdra tehdt megsziint az a paradicsominak tiind kornyezet,
dm magam is emlékszem rd, ovoddsként akkor nem érintett meg kiiléndsképpen a félelem
légkore, a sziileink generdcidjdt azonban, ha nem is beszéltek réla eléttiink, komoly lelki és
egzisztencidlis gondok nyomasztottdk. Onben milyen nyomot hagyott ez az aggodalommal
teli idészak?

— A koltozés izgalmas élmény egy gyerek szdmara. A bajokat nem érzékeltem, sét
ugy tlnt, hogy a mi csaladunkat karpétolja a sors: az id6koézben megsziiletett Judit
kishugommal egyiitt, akibdl fizika-kémia szakos tandr lett, az egyetem vari épiile-
tének lakdi lettiink. Ugyanis 1954-ben djra megnyitottdk a korabban bezart vidéki
agrar-felsGoktatasi intézményeket, és édesapadm elséként kapott vezet6i megbizast,
hogy gazdasagi igazgatdhelyettesi beosztidsban hozza mikodésbe az 6véri alma ma-
tert. Bekoltoztink a var masodik emeleti lakdsaba, a nagymamamé lett a torony-
szoba, amely ugyancsak megmozgatta gyermeki fantaziankat, hiszen ugy tudtuk, ott
raboskodott Matyas kiradly. Ott néttink 6l a spirituszban preparalt allatok kozott,
bejartuk a tantermeket, jatszottunk a lucsonyi Orszdgos Névénynemesits Intézet ki-
sérleti telepén. Tizévesen mar littam edényekben nevelt buzanévényekkel végzett
kisérleteket.

— Taldn ez is lépéselényt jelentett az on szdmdra késébb, a tobbi, biolégia irdnt érdek-
16d6 tdrsa kozott. Visszatekintve a kezdetekre, bizonydra nem tulzds azt dllitani, hogy
életre sz6l6 hatdst gyakorolt az egyetem vildga a nyiladozé értelmii kisgyerek szdmdra. Ez
a vardzslat azonban nem tartott sokdig. Utdlag taldn hdldt adhattak Istennek, mert ezek
szerint édesapja nem volt ott a sok dldozatot koveteld *56-os sortiiznél.

- Edesapam szakmai lelkesedése és szervezdi buzgalma hamarosan politikai és
személyi érdekekbe utkozott, és megbizatdsanak feladdsara kényszerilt. Tervezési
szakemberként kapott 4lldst az Allami Gazdasagok Minisztériuma Gyér Megyei Igaz-
gatésagan, ezért Gydrbe koltoztunk. Bizony, visszatekintve a gondviselés jelének te-
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kintjitk ezt az elkéltozést, hiszen igy egy csaladi tragédiat keriiltiink el. Ha Ovaron
maradunk, édesapam is kint lett volna az utcin a didkokkal, akikre az dv6sok 16ni
kezdtek. De ha semmit nem tett volna, akkor is bajba kerul, hiszen a forradalom le-
verése utdn az egyetem vezetdit beb6rtonozték. Mar Gyérben laktunk, amikor meg-
szuletett Gabor 6csém. Benne az seink génjeinek érdekes, egyedi kombinacidja ala-
kult ki. Mar gyerekkordban szeretett csereberélni, adni-venni, és felnéttként sikeres
uzletember lett. Egy vendéglaté cégbirodalmat alapitott, amelyet most a gyermekei
tzemeltetnek.

— Eletiik tehdt Gyérben folytatédott, iskoldit is itt végezte professzor tir. J6 tanuld volt,
hamar kitiint a tobbiek kozil?

— Altaldnos iskoldban nem kiilénésképpen, atlagos teljesitményt nyujtottam.
A fordulat a gimndzium elsé osztdlydban kovetkezett be, meglepetésre az osztélyel-
s6k kozé kertltem. Egy furcsa pedagdgusi taktika szerint nadlunk a négy év alatt csak
jeles bizonyitvanyt lehetett kapni. Az érettségi szimomra mar természetesen kiting
mindsitéssel végzédott. Erdemes megemlitenem, hogy az én idémben a Révai Miklés
Gimnaziumban politechnikai osztalyok is voltak. En lakatos szakmat tanultam, ami
aztjelentette, hogy hetente egy napon, illetve a nyari sziinetben egy hénapig a Magyar
Vagon- és Gépgyar mihelyében dolgoztunk. A reggel hat érai munkakezdés emléke
még most is él. Visszaidézem azt, amikor dizelmozdonyokat hegesztettiink. Végul is
nem tettem le a szakmunkasvizsgit, mert felvettek a G6do6ll6i Agrartudomanyi Egye-
temre. A vagongyari tapasztalatok biztosan segitettek abban, hogy a mez8gazdasig
felé vettem az irdnyt.

— Erdeklédése ekkor fordult tudatosabban a novények felé? Kinek, minek volt szerepe
abban, hogy vonzalma csak egyre fokozédott a kutatds, a biolégia irdnt?

- Ismét édesapdmat kell emlitenem, aki elvarta, hogy segitsek a kertészkedésben.
A csalad szerény anyagi helyzetén javitott a piacolds, amikor a bérelt kertben termesz-
tett virdgokat arultuk. Apam dtgondolt felkészit6 szandékdnak koszonhettem azt is,
hogy gimnazista didkként a nyari sziinetben, a fert6di kastélyban, a Fertédi Kutaté
Intézetben a Kossuth-dijas buzanemesits, Beke Ferenc (1914-1988) mellett dolgoz-
hattam. Ott végeztem az elsé kisérleteimet. Beke Ferenc elmagyarazta, hogy milyen
fontos szerepe van a gyokérzetnek a buza életében. Azzal bizott meg, hogy a tenyész-
edényekben nevelt buzdk gyokereit mossam ki, és a fajtakat gyokérméret szerint sze-
lektaljam. Az intézetben ismertem meg Garay Andrast (1926-2005) és Sagi Feren-
cet (1927-2006), a noévényélettan kutatéit. Itt tanultam meg, hogyan kell megfesteni
a novények kromoszomait, Zatyké Joézsef nagyra becsiilt késébbi bardtom pedig a
poliploid névények elényeirdl beszélt nekem. Hadd emlitsem meg, hogy most, pa-
lydam vége felé az egyik £6 kutatasi témank azzal foglalkozik, hogy egy gyokérfenotipi-
z4l6 automatat épitink, amelynek segitségével digitalis képeket készitunk az atlatszo
plexihengerben nevelt buzdk gyokerérsl. Emellett egy nagy kutatési projektet veze-
tek, amelyben az energiafiiz poliploid valtozatat allitottuk el6 azért, mert ezek a no-
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vények viarhatéan nagyobb biomasszahozamot produkalnak, mint a normal, diploid
véltozatok. Az rejtély, miért térnek vissza a kezdetek témai.

- Mintha a sors kifejezetten erre a pdlydra terelgette volna. Az egyetemi évek alatt is
professzor tr mellé pdrtolt a szerencse? Akadt olyan tanitémestere, aki kiilonds figyelemmel
segitette a tanulmdnyai sordn?

- Els6évesként szeptemberben bementem az egyetem konyvtiraba, s kikértem
néhany genetikai konyvet. A konyvtarost ez annyira meglepte, hogy félajanlotta, be-
mutat a férjének, Firedi Janosnak (1926-1989), aki adjunktus a Genetika Novény-
nemesitési Tanszéken. O lett a konzulensem, s 6sszel mar buzakisérletet vetettem a
kisérleti telepen, Csdszir Jend hallgatéhoz csatlakozva, aki késébb a jarovizaciét ku-
tatta az MTA Mez6gazdasagi Kutaté Intézetében, Martonvasaron.

— Ezvolt professzor tir mdsodik taldlkozdsa a buzakutatdssal, mert, ahogy tudom, visz-
sza-visszatérd témdt adott 6nnek ez a névény.

- Didkkorosként végig dolgoztam az egyetemi éveim alatt, és miutdn a buzaku-
tatdst abbahagytam, a borsé mutécids genetikajival kezdtem foglalkozni. 1962-ben
kapcsolédtam be a Genetika és Novénynemesités Tanszék életébe, amelynek vezetéje
Balint Andor (1920-2006) professzor volt. Magyarorszagon ezekre az évekre esett a
genetikdban a mendeli 6roklédés tételeihez vald hivatalos visszatérés, de a tanszé-
ken még a micsurini-liszenkéi irdnyzat szellemében folytattdk a kutatasokat. A ve-
getativ hibridizaciét paradicsom + paprika oltvanyokon tanulmanyoztak. Maga T. D.
Liszenko (1898-1976) jart az egyetemen, hallottam is az el6ad4sit. Tanainak egyik
alaptétele, hogy megvaltozott kilsé kornyezeti hatdsokra a szerzett tulajdonsagok
bizonyos feltételek mellett 6roklédnek. Ilyen példaul az 6szi buzak tavasziva alaki-
tasa héhatassal. A tanszéken a klasszikus genetikai génkutatds el6térbe kertilésének
egyik megnyilvanuldsa az volt, hogy a besugarzassal vagy a kémiai mutagénekkel ki-
valtott 6rokl6dé megvéltozasok, a mutdcidk tanulmanyozasa el6térbe keriilt mind a
kukorica, mind a borsé esetében. Ehhez nekem is alkalmazkodnom kellett a didkkori,
majd az egyetemi doktori és kandiddtusi téma kivalasztdsdnal. Amikor elutasitjuk
a micsurini-liszenkdi irdnyzat szélséségeit, nem hallgathatjuk el, hogy a tudomany
legijabb eredményei tobb teriileten is az akkori felvetéseket latszanak igazolni, bar
nyilvanvaléan egészen mas kisérleti rendszerekben, magas szinvonald tudomanyos
megkozelitések alapjan. Természetesen mélyen elitélem azt, hogy a politika a hatal-
maval visszaélve tudomanyos kérdésekben intézkedik, amivel nagy karokat okoz a
tudomanynak, s6t ideoldgiai alapon artatlan tudésokat is ellehetetlenit. Az ivaros
folyamatokat megkeriil6 hibridizaci6 lehet6ségéhez visszatérve, beigazolédott, hogy
a sejtfal nélkili sejtek, a protoplasztok egybeolvasztasaval, fuziéjaval lehet valéban
szomatikus hibrideket létrehozni. S6t, az oltast kévetéen a genetikai informaciét
hordozé molekulak, akar a sejtorganellumok is kicserélédhetnek az alany és az olt-
vany kozott. Ami a szerzett tulajdonsdgok 6roklédését illeti, mara mar ismert az epi-
genetikus tényez6k szerepe az 6roklédésben, amikor nem a gén, annak DNS-szek-
vencia-sorrendje hordozza az informaciét, hanem a kromatin szerkezetét kialakité
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mechanizmusok, amelyek kérnyezeti hatdsokra jénnek létre, és tobb generacién ke-
resztil megérzédnek.

- Ez is tjabb fordulat volt az életében, amely évekre meghatdrozta a munkdjdnak ird-
nydt...

- ...6sittemlitem meg, hogy a borsékisérleteknek koszénhetem életem masik nagy
ajandékat: itt ismertem meg Molndr Juditot, késébbi feleségemet, akit labordnsként
osztottak be mellém a borsémutaciés munka elvégzéséhez. Fiatalon, ’68-ban 6ssze
is hdzasodtunk. Az 6 csalddjinak szellemisége, életvitele is nagy hatassal volt ram,
s egész tovabbi életemre. Ha visszatekintek k6zos életiink 46 évére, az egyiitt elért si-
kereinkre, biztosan felismerhet6 annak szerepe, hogy Jutka engem mint laboratériu-
mi munkast is kozelrél megismert. Feleségként nem jelentett meglepetést szdmara
az estékbe nyulé kisérletezés, az éppen aktudlis probléméakra valé sziintelen koncent-
racié. De vissza a borséhoz: akkor gy éreztem, kényszerpalyin mozgok, de mint az
évek soran bebizonyosodott, tudomanyos érdekl6désem kézéppontjdban a mai napig
az 4all, hogy miként lehet a gének szerepét megismerni, a miikodésiiket megvaltoz-
tatni, a novényi genomot mind nagyobb precizitassal ugy szerkeszteni, hogy a névé-
nyek egyre inkabb megfeleljenek az emberi igényeknek.

— Ezutdn kovetkezett egy rovid, de jelentds kiilfoldi kitéré az drpakisérletekkel. Ez is
kényszerpdlya volt?

— Nem, ez egy lehet4ség volt arra, hogy betekinthessek a szinvonalas nemzetkozi
kutatémunka mihelytitkaiba. Ezt is Bilint Andor professzor tdmogatdsdnak koszon-
hetem, aki egy ismeretsége révén elintézte, hogy még egyetemistaként kiutazhattam
nydéri gyakorlatra az NDK-ba. Abban az idében Gatersleben volt a szocialista orszagok
névénykutatoi szdmara a csucs, a legmodernebb kutatéintézet. A Kaiser Wilhelm Ins-
titute of Crop Plant Research alapité igazgatdja, Prof. Hans Stubbe (1902-1989) sze-
mélyesen fogadott, ez a rendkiviili taldlkozds egy egyetemista szamara igen emléke-
zetes maradt. Feladatként azt kaptam, hogy vegyek részt az drpamutans-gydjtemény
kisérleti parcelldinak aratdsaban. Zoldfuld didkként nyolc-tiz német asszony munka-
jat irdnyitottam. A laboratériumi munka sordn Uj citolégiai médszereket tanulhat-
tam meg. Egy kolcsonkapott biciklivel tobbszor elkerekeztem a kézeli Quedlinburgba,
a Harz-hegységbe. Ma a gaterslebeni intézet még mindig igen fontos szereplé a no-
vénytudomadnyok frontvonaldban. Az IPK-val (Institute of Plant Genetics and Crop
Plant Research) az elmult években volt egy k6z6s német-magyar kutatasi egytttm-
kodésunk, és izgalommal latogattam vissza didkéveim fontos laboratériumaiba.

— Tudom, viros diplomdval végzett az egyetemen, s 1970-ben megsziiletett elsé gyer-
mekiik Godollon. Pdlyakezdés, csalddalapitds. Hogyan emlékezik vissza minderre?

- Boldogok voltunk, de a kértilmények, kilénésen lanyunk megsziiletése utan,
aggasztottak benniinket. Egy penészes valyoghazban laktunk, fiirdészoba nélkiil,
illemhely az udvarban... S akkor ismét felénk nyult egy segité kéz. Lang Istvan, aki
Straub E. Bruné (1914-1996) mellett a Szegedi Biolégiai Kézpont (SZBK) megszer-
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vezését irdnyitotta, tehetséges fiatalokat keresett az egyetemeken, intézetekben,
hogy legyen kikkel elinditani a kézpont munkajat. Bilint Andor engem ajanlott.
Nem volt kérdés, hogy megyunk, killonésen nem, amikor megtudtuk, hogy lakast is
kaphatunk. Igy keriiltink 1971-ben Szegedre, ahol feleségem magyar-orosz tanari
diplomdt szerzett, és ott sziiletett meg még két gyermekink, két fia. Dudits Dénes
szocidlis munkas és sikeres a szenvedélybetegek gydgyitasiban. Dr. Dudits Andras
angol diplomat szerzett, és a Szegedi Egyetem Angol Tanszékén adjunktus, kutatasi
tertlete ,A forditéi olvasas kognitiv és gyakorlati mechanizmusai”. Elsészilott 1a-
nyunk, Dudits Katalin angol-olasz szakos tandr, és Szegeden, a Radnéti Miklés Gim-
naziumban tanit.

— Emlékszem, egyszer biiszkén emlitette, hogy 6n az SZBK neveltje, aki ott jdrta végig a
ranglétra minden fokdt, a kezdd munkatdrsi stdtusztol egészen a féigazgatoi , csticsig”.

— Valéban. Szeged 1j fejezetet nyitott a kutatéi palydmon, és egész tovabbi sorso-
mat meghatdrozta. Az Alféldi Lajos 4ltal vezetett Genetikai Intézetbe kertltem, ahol
a kandidatusi disszertidciémat a godolléi borsémutaciés témabdl irtam és védtem
meg. A politika azonban elvarta az SZBK-t6l, hogy a Hazban legyen buzakutatas, és
hat Alfsldi Lajos tobbszori felszolitdsdhoz ajanlatos volt alkalmazkodnom, igy ismét
buzakutaté lettem, bar egészen mads irdnybdl. A 70-es évek elején kezdett vildgszerte
kibontakozni a novényi szomatikus és sejtgenetika, amihez szévettenyésztésben tor-
téné novényregeneraciora volt sziikség. Igy kezdtem steril taptalajon buzaszoveteket
tenyészteni, névényeket regeneralni.

— UNESCO-észtondijjal a szivettenyésztési témdban jutott egyéves kanadai dsztondij-
hoz, ami nemzetkozileg is versenyképes lehetdséget biztositott a névényi sejtgenetikdban.

— Igen. Saskatoonban, a Prairie Regional Laboratoryban tanultam meg a sejtfal
nélkali sejtek, a protoplasztok fuziéjanak modszerét, és hazatérve majd egy évtizedig
dolgoztunk a szomatikus hibrideken. A nyolcvanas évek elején a novényekkel is meg-
kezdédtek a génsebészeti kutatasok. Az SZBK-ban, miutdan Koncz Csaba csatlakozott
a csoportomhoz, lehet6vé vilt a kukorica mitokondridlis-DNS-klénozéasa: ezzel egy
4j irdnyzat indult a hazai n6événybioldgiai kutatasban. Jémagam a bostoni vendég-
professzorsagom két éve alatt tanultam meg a génsebészetet. Hazatérésem utan a
novényi gének izoldlasa és a transzgenikus névények elééllitasa lett kutatdsaink koz-
ponti téméja. A szomatikus sejthibridizaciéval kapcsolatos munkaim képezték a bio-
l6giai tudoményok doktora fokozat alapjat, melyet 1984-ben szereztem meg. Az elsé
hazai GM-névény eléallitasardl szolé dolgozatunkat 1986-ban kozoltik. Az Akadé-
mia levelez6 tagjava 1990-ben, az agrartudomanyok osztélya javaslatdra vilasztottak
meg, rendes tag '95-ben lettem.

- Pdlydjdanak meghatdrozé dllomdsai voltak a kiilfoldi tanulmdnyutak, dm mindannyi-
szor hazatért. Nem aggodik a magyar tudésutdnpdtlds miatt, ldtva, hogy biztos jovikép,
avagy dllds hidnydban manapsdg egyre tobb fiatal keresi a boldoguldsdt — nem csak ideigle-
nesen — idegen orszdgban?
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- Bennem, helyesebben a csalddban fel sem meriilt a csabitas elfogadasanak gon-
dolata, az, hogy két év utan Bostonban maradjunk a felajanlott allashosszabbitassal.
Mi haza készultiink, és korabbi kollégdmnak, Lazar Gdbornak adtam at az MGH-beli
(Massachusetts General Hospital) stituszomat. O orokolte a bérelt lakasunkat, és az
oreg Ford Station Wagont. Miel6tt hazaindultunk, anyagi hitteret akartam keresni
a szegedi munkakhoz. Abban az idében az MGH projektet a Hoechst AG finanszi-
rozta. A frankfurti kollégak segitettek abban, hogy a cégnek kutatasi javaslatot te-
gyek. Elképzeléseim kedvezé fogadtatdsra taldltak, és hazafelé megalltunk Frankfurt-
ban a szerzédést véglegesiteni. Ezzel tobb mint tizéves egytuttmiikodés kezd6dott az
SZBK és a Hoechst cég kozott. Természetesen, a fiatalokat ma mas szemléletd prio-
ritdsok irdnyitjdk kutatdi karrierjuk épitésében. Szerintem sok tehetséges fiatalban
él a hazai kotédés, de egy hataron tdl nem tudnak lemondani a kedvezébb kutatasi
koralmények elényeirdl. Itthon kell elfogadhaté feltételeket teremteni, amelyek mar
esélyt nyjtanak a nemzetkézi tudomanyos életben valé részvételre. Lathatunk igé-
retes kezdeményezést is. Palinkas Jézsef, a Magyar Tudoményos Akadémia elndke el-
inditotta a Lendiilet programot, amely kiemelt tdmogatast nyujt a hazatéréknek. Az
igazi megoldast persze az jelentené, ha a hazai K+F 4ltaldnos anyagi helyzete javulna,
és kozelitene az uniés atlaghoz.

- Milyen kutatdegyéniségnek tartja magdt? Olyannak, aki az alapkutatdsban leli 6ré-
mét, vagy agrdrmérnokként netdn a megvaldsitds mikéntjén is szivesen tori a fejét?

- Hibridember vagyok: benne élek a legizgalmasabb névény-élettudomanyi kuta-
tasok vildgiban, de a mez6gazdasag aktudlis kérdéseit is figyelemmel kisérem.

— Mi sem bizonyitja ezt jobban, mint nyilt és elszdnt, harcos részvétele a GMO koruli
vitdkban. Ugy tiinik, minden - olykor személyes — tdmaddst kivédve, nem adja fol a harcot.
A kézelmuiltban jelent meg a munkatdrsdval, Gyorgyey Jinossal kézdsen irt konyve, a ,,Zold
GMO-krol”. Akit érdekel a téma, mindent megtudhat a genetikailag médositott névények
laboratoriumi és szdntofoldi viselkedésérdl, haszndrdl és esetleges veszélyeirdl. Mi a kitet
konkliizidja, tizenete a kozvéleménynek?

— Mar oly sokszor, szigortan a tudomany tényeihez ragaszkodva megfogalmaz-
tuk a géntechnoldgidval végzett névénynemesités elényeit, hasznat. Ismét és ismét
elmondjuk, hogy a génnemesitett névények, a kidtkozott GMO-k, a magyar gazdak
javat is szolgdlhatndk, és biztosan szolgélni is fogjdk. A Nobel-békedijas Norman Bor-
laugot idézve: ,Ha az édzkoddéknak sikerul megéllitani a mezdgazdasigi biotechno-
logiat, éppen 6k fogjik el6idézni azt az éhinséget és a globdlis biodiverzitds krizisét,
amit majdnem negyven éve jésolnak.” Talan a hithii, a GMO-kat ellenzé aktivistak
és a félretdjékoztatott politikusok jobban nyitottak a hires kérnyezetvédstél, Mark
Lynastdl szarmazo idézetek megszivlelésére: ,Az organikus mozgalom azonban ga-
tolja a haladast, amikor elutasitja az innovaciét. Hogy megint a GM-novényeket hoz-
zuk fel példanak: sok harmadik genericiés GM-névénynél nincs szitkség a kérnye-
zetet kdrosité vegyszerek hasznélatdra, mert a széban forgdé névény genomjat ugy
véltoztattik meg, hogy meg tudja magat védeni a kartevéktdl. Ez miért nem organi-
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kus?”; vagy a masik: ,De ami a legfontosabb: a gazdilkodéknak szabad valasztdst kell
biztositani arra, hogy milyen technolégiat kivannak alkalmazni. Ha gy gondoljatok,
hogy a régi médszerek a legjobbak, rendben van, jogotok van hozza. Nincs viszont jo-
gotok masokat akadalyozni, akik azért kiizdenek, hogy 1j és remélhetéleg jobb méd-
szereket dolgozzanak ki.”

- A szakmai elszdntsdgdt megértem, de hogy birja a tdmaddsokat lelkileg?

- Nagyon jél. Tudomasul veszem, hogy ez az iigy a politikusok kezei kozé keriilt.
Abban a vildgban mdsok a szabalyok, mint a kutatas vitdiban. Persze vannak ,tudés”
kollégaink, akik éppen a politikai hatalom hatszelével jatsszak kart okozé szerepi-
ket. A sajté szintén nem mer a tények mellett kidllni — igen kevés kivétellel -, hiszen
biztosabb a hivatalos véleményt kozvetiteni, még ha az meg is téveszti az embereket,
és megfosztja a magyar agrariumot az egyik legjelent6sebb innovaciés lehet6ségtél.
Napjainkra érnek be azok a kévetkezmények, amelyek sok esetben a tudéstarsadalom
kiallasdnak elmaradasabdl szdrmaznak. Sorra terjesztik el6 a szakmaiatlan térvénye-
ket, alegutébbi példdul bértonbuntetéssel fenyegeti a géntechnolégiat alkalmazé ku-
tatékat. Parlamenti elfogadasa esetén ezzel meggitoljak a mindennapi kutatémun-
két, félelemben tartjak a kutatdkat, hiszen barmikor, barkit birésag elé lehet vinni,
aki a nemzetkozi gyakorlat szerint akarja végezni a munkdjat. Maga az Alaptorvény
is a GMO-mentes Magyarorszaggal ,védi” a testi és lelki egészségunket, ugyanakkor a
magyar dllattenyésztés az import GM-széja nélkiil ellehetetlentlne.

— Ekkora ellenszélben sokan kénnyen meginogndnak.

— Nézze, 30 éve csindlom, a tudomdnyos palydm csaknem felében ezzel a téma-
val foglalkoztam. Amikor elkezdtiik ezt a munkat, dlmunkban sem gondoltuk, hogy
ez valamikor ekkora tirsadalmi vitat kelt. Valahol vakvaganyra kerilt a GMO-k ugye,
pedig végeredményben egy precizebb, hatékonyabb, gazdasidgosabb, az egészség sza-
mara kedvezdbb élelmezési lehetdségrél van szo.

— Nemcsak a magyar politika ellenzi: a szakmdn beliil is vannak nézetkiilonbségek, s az
eltéré gazdasdgi érdekek is gdtoljik a GMO-k térhdditdsdt.

— 2013-ban a vildgon 27 orszagban, 175 millié hektaron 18 millié gazda termesz-
tett GM-n6vényeket. Amerikaban 70, Brazilidban 40, Argentindban 24, Indidban 11,
Kinaban pedig 4 millié hektdron hasznéltak génnemesitett vetémagot. Ezeket a sza-
mokat latva kicsit furcsa Heszky Liszl6 professzor véleménye, hogy ,,a névényi gén-
technoldgia, mint 4j kutatési és fejlesztési irany altal elgéllitott termékek (GM-fajtak
és -hibridek) valéban tébb sebbdl véreznek, félkész termékeknek tekinthetdk, és a
termesztésitk sokféle kockazattal jar”. Miért ennyire kozkedveltek mégis ezek a ,fél-
kész termékek”? Meg vagyok gyézédve arrdl, hogy a mostani, j6l szervezett GMO-el-
lenesség fustté valik abban a pillanatban, amikor az Eurépai Unié olyan genetikailag
modositott névények termesztését engedélyezi, amelyek a magyar gazdak szamadra is
fontosak. Természetesen, az 6kotoxikolégidval foglalkoz6 kutaték kozvetlen érdeke a
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kockazatok hangoztatdsa, még annak ellenére is, hogy a kisérletek és a hivatalos en-
gedélyezé szervek megerdsitik: a génnemesitett névények kockazata hasonld, mint a
hagyomanyos uton eldallitott fajtikeé.

~ Espedig? Mely novények kaphatnak zold jelzést 6n szerint?

- Jelenleg hirom figyelmet érdemld engedélyezési eljaras van folyamatban: a ku-
koricabogdrnak ellenalld, illetve az aszalytiiré kukoricahibrid, és a burgonyabogar-
rezisztens krumpli var a kedvez6 uniés dontésre a magyar gazdak érdekében is.

- Gondolja, hogy bdrmilyen szakmai érv legybzheti az okkal, ok nélkiil gerjesztett fé-
lelmeket, a politikai, gazdasdgi érdekeket, a ,vadzoldek” tdmaddsait? Hiszi, hogy a nemrég
megjelentetett ismeretterjesztést is szolgdld, tényekkel aldtdmasztott konyviik megrengeti,
s meggyézi a vildgot? Nincsenek eréfolényben az ellenzék? Eszébe sem jut, hogy foladja ezt
a szélmalomharcnak ting kiizdelmet?

- Hiszem, hogy az emberek szemét tudomanyos alapu ismeretterjesztéssel kell
felnyitni. Ez nyilvinvaléan nem kénnyd, mert mi, kutaték konnyen elvesziink a rész-
letekben. Késziiltek azonban ilyen népszerisité céllal filmek is. A képzett médiaszak-
emberek sokat lendithetnének a mostani holtponton. A politikusok hatdrozottan
elzark6znak attol, hogy legalabb csak meghallgassik a tényeket. Nem kivancsiak a
szamokra, amelyek vildgosan mutatjadk a GMO-mentesség negativ gazdasagi és kor-
nyezetvédelmi hatdsait. S6t, ellenkezéleg: a hivatalos érvelés fennen hangoztatja,
hogy elényt élveziink az Alaptdrvényben kimondott GMO-mentes mezdgazdasig-
bél. Sajnos, a konkrét szdmok nem ismertek. Taldn hihetink Vancsura Jézsefnek,
a Gabonatermeszt6k Orszagos Szévetsége elnokének, aki azt nyilatkozta: ,Az viszont
tény, hogy minden ellenkez6 hireszteléssel szemben a GMO-mentességet nem fizeti
meg a piac”. Nem lehet kétséguink afelsl, hogy elébb vagy utébb a dolgok a helyiikre
keriilnek, és lecsillapodik a mesterségesen felttzelt hisztéria. Az érdekeltekre, a gaz-
dédkra kell bizni a névénytermesztés mesterségét. A megtermelt termék mindségét, az
onkoltséget és a kornyezeti hatasokat indokolt mérlegelni.

- Nagyon aktiv, nyughatatlan természet: intézetvezetéként sem mellzte a kutatdst,
konyveket irt és szerkesztett, dolgozatokat irt, konferencidkon tartott eléaddsokat, mikoz-
ben 10 évig az SZBK Novénybioldgiai Intézetének igazgatdi feladatait is elldtta, 13 eszten-
deig pedig az orszdg legnagyobb élettudomdnyi kutatékiozpontjdt vezette. A hivatal meny-
nyire torte meg kutatéi szerepvdllaldsdt?

- Hetvenévesen az életm teljesitményét jelz6 szamok a mérvadéak. Ha a meg-
jelent cikkeink impakt faktorat tekintjik, akkor a 330-as 6sszérték taldn figyelemre
mélt6. A munkank hatdsat valéjaban az idézeteink szama (4430) és a Hirsch-indexem
(38) jelzi. Nyilvanvald, hogy ez a teljesitmény egy dllandéan valtoz6 sszetételi ko-
z6sség munkajabol szarmazik.

- Mi a véleménye a teljesitménymeérés sokat vitatott sziikségességérol, modszereirdl?
Hogyan lehetne finomitani, igazsdgosabbd tenni?
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- A mai, gyakran tilzasba vitt értékelési gyakorlatban sok a kritizalhaté tényezé.
Nem szabad elfeledkezni arrél, hogy az impakt faktor a foly6irat paramétere és nem
az ott megjelend cikkek szerz6ié. Az idézetek szdma azonban mar szerintem is meg-
kozeliten jelzi egy mi hatasat. Fontos, hogy tudomanyteriiletenként igen kalénbo-
z6ek az idézési szokasok. Az adott kutatasi teriiletet mivel6k szdma is befolyasolja a
kaphat6 hivatkozasok szamat. A kutatdi kozosségek mindsitésében jelentds szerepe
van a publikaciés eredményességnek, de az csak egyik komponense az atfogé értéke-
lésnek, amit a latogaté bizottsdgok még nagyobb biztonsiggal végeznek el. Erdemes
differencidltan kezelni ezt a kérdést. Mas megitélés ald esik példdul, ha egy oktato, és
mas, ha egy f6éllasu kutaté teljesitményérdl van szé. A Hirsch-indexet az életmi mi-
nésitéseként tartjak szdmon, az évek el6rehaladtaval javul ez a paraméter.

- ...igaz, de az iddsebb kutatdk elsé 10-20, taldn legaktivabb évében még nem is jegyez-
ték a Hirsch-indexet.

- Ez valéban hidnyossdg, amit mérsékelhet, hogy idézettségi adatok viszont ré-
gebbrél is rendelkezésre allnak. Mint emlitettem, ennek a két jellemzének a megada-
sat tartom a jelenlegi legjobb mérési médszernek, bar még korrektebb lenne, ha a tu-
domanyteriilet dtlagdhoz viszonyitandnk az adott kutaté adatait.

- Az egyéni teljesitmény megitélésekor — a rangsorok dsszedllitdsakor, a tdmogatdsi
pénzek odaitélésekor, a pdlydzatok mindsitésekor — nem lenne indokolt kiilonbséget tenni
aszerint, hogy valaki 2-3 munkatdrssal vagy kollabordcioban akdr 100 szerzével jegyez egy
dolgozatot? Gyakori vitatéma ez a kutatcék korében.

- Igen, ez is olyan kérdés, amit csak koriiltekintéen lehet kezelni. Napjainkban a
tudomdnyos kutatds sok vonatkozdsban ,nagyiizemivé” valt. Nemcsak azért, mert
a teljesitmények sokban fiiggnek a driga berendezések, miiszerek hozzaférhetéségé-
t6l, hanem azért is, mert az eredmények sszeszerel mihelyekben, sokféle szakér-
telem hozzajarulasaval formalédnak. Tudomasul kell venniink, hogy a nagy kutatéi
kapacitdsok el6térbe kertilnek, s6t megnd a kiils6, akar nemzetkozi egyuttmikodések
jelentésége.

— Milyen személyiségjegyek tesznek valakit alkalmassd arra, hogy tébb szdz ember
munkdjdt irdnyitsa, s az intézményt sikeres vizekre kormdnyozza?

- Azigazgatds mindenekel6tt kompromisszumra képes személyiséget kivin, olyat,
aki egyensulyozni tud, és z6kkengk nélkiil megoldja a feladatokat.

- Az SZBK aranykoraként emlegetik azokat az éveket, amikor professzor ur iilt a féigaz-
gatdi székben. On hogyan itéli meg ezt az idészakot?

- Mindez kordntsem egyetlen ember érdeme. Az SZBK miik6dési rendszerébdl ko-
vetkezik, hogy meghatérozé az igazgatok szerepe. Lényegében az 6 vallukon nyug-
szik, hogy az intézetek csoportjai milyen teljesitményre képesek. A sikeresség azon-
ban nemcsak a magas szinvonala cikkek kozlésétdl fiigg, legaldbb ilyen fontossagu
a palyazati eredményesség. Amig én voltam a vezetd, az SZBK tartani tudta a mun-
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kék szinvonalat, biztositottak voltak a miikodés feltételei. Koszonettel tartozom igaz-
gatétarsaimnak, akik sokban hozzajarultak a sikereinkhez. Kulon szeretném megko-
szonni dr. Raské Istvannak az aktiv szerepvallaldsat az SZBK jobbitasdban.

- Mit tekint féigazgatdi pdlyafutdsa figyelemre mélté eredményének, és mit tekint ku-
darcnak?

— Az Eurépai Molekularis Bioldgiai Szervezet (EMBO) altal végzett 4tvilagitas
példaértéki lehetett volna a magyar tudomanyos vildgban. Sajnos, még manapsag is
csak szandék a nemzetkozi megmeérettetés. Az EU Kivalosagi Kozpontja cim elnyerése
fontos eredmény volt az SZBK életében. A sikeres palyazatban kulcsszerepet jatszott
Kovacs Kornél kollégank. A Szegedi Egyetemmel erés partneri kapcsolatot tartottunk
fenn, ami lehet6vé tette, hogy nagyszamban vonjunk be didkkéri és PhD-hallgatékat
a kutatasba. Féigazgatosdgom sikerének tartom, hogy létrehoztuk a kézponti labo-
ratériumokat, amelyek mindenki szdmadra biztositjik a modern, dridga berendezések
hasznélatat. Ez idaig sikertelenek voltak azok a kezdeményezéseink, amelyek a sze-
gedi élettudomanyi kapacitasokra épitve akartak biotechnoldgiai ipart kialakitani a
varosban. Mi inditottuk utjara a ,Szeged Biopolisz” koncepcidt, amely ugyan kapott
formalis tdmogatast, de végul nem sikerilt sem a ,,Genomikai Innovaciés Kézpont”
sem a ,Szegedi Bioinnovécids Park” beruhdzasanak megvalésitasa. A javasolt inkuba-
torkapacitisok megteremtése még ma is elengedhetetlen feltétele annak, hogy pél-
daul a gybgyszergyarak a varosba telepitsék fejlesztési tevékenységuket.

— Ekkora szakmai és vezetdi tapasztalat alapjdn nem csoda, ha a tudomdnyos testiilet
tagjai az él6 tudomdnyok alelnokévé vilasztottdk 2008-ban. Megtiszteltetésnek vehette a
bizalmat, s szokott tettrekészségével foltehetben meg is akarta ezt szolgdlni. Most, a man-
ddtuma lejdratdhoz kozeledve hogy érzi, sikeriilt?

— Erzékenyen érint a kérdés... Hat év alelnckség utan akar biiszke is lehetnék, hi-
szen Straub F. Brunén kiviil én vagyok csak az SZBK f8igazgatéi koziil alelnsk. Abszo-
lat varatlanul ért ez a megtiszteltetés. Megérdemeltem-e, raszolgaltam-e, magam is
kérdezhetném, am gy hittem, a vezetdi, féigazgat6i multam alapjan hasznot hajt-
hatok a koztestiiletnek is. Mikozben komoly presztizsadomanyként élem meg ezt a
tisztséget, be kell litnom, hogy a hat év soran a fokozatosan kialakult mikodési rend-
szerben az aleln6kok kezdeményezési lehetéségei besziikultek.

— A hatéves alelnoki miikodése idején hozott elniki intézkedések koziil melyeket értékel
pozitivan?

— Palinkds Jdzsef elnok drnak sikerilt az MTA pénzigyi helyzetét stabilizalnia
akkor, amikor az egyetemek tobbszori koltségvetési megszoritast is elszenvedtek.
2012-ben 7,7 millidrd Ft tobblet révén 20%-kal nétt a kormanytdl kapott tdmoga-
tas. Ez lehet6vé tette a bévitést az OTKA-ndl, a Lendiilet programban, béviilt a kuta-
tasi infrastruktuara, a beszerzés, az egyetemi kutatécsoportok tdmogatdsa. A forrdsok
szétosztasakor eltérbe keriilt a palyaztatas. Befejez6dott az MTA Természettudoma-
nyi Kutatékozpont beruhdzasa, ami valédi kutatasi kézpontként tud funkciondlni,
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és vildgszinvonalu feltételeket biztosit a sikeres munkdhoz. Dontés sziiletett a Tarsa-
dalomtudomanyi Kutatékézpont 4j épiiletének megépitésére.

- A dontések sordn mivel nem értett egyet? Hangot adott ellenvéleményének?

— Messzebbrdl kell indulni akkor, amikor az MTA miikodését mérlegre tesszik.
Sajnos a problémak gyokere ott van, hogy Magyarorszdgon nincs a kutatds és az inno-
vacio jelentségét kifejez6 6néllé kutatasi minisztérium. Ezt a szerepet az Akadémia
prébélta dtvenni, de nyilvan jelentésen korlatozott lehetségek mellett. Mikodési
rendszere fokozatosan, egyre jobban hasonlitott egy minisztériuméhoz, ahol szaba-
lyok tomkelege sziiletik, és a legfontosabb szereplék a Titkarsag és a Jogi és Igaz-
gatasi Féosztély. Ekozben a tudéstestiileti funkcidk hattérbe kertiltek. Csak szérva-
nyosan szilethettek meg szakmai allasfoglaldsok, 6sszakadémiai tudomanypolitikai
ajanldsok, nagyon vigydzva arra, hogy elmarasztalé kritika ne fogalmazédjon meg,
hiszen az Akadémia szamara a kormanyzati forrasok életbevagoak. Igy az osztalyok
aktiv tandcsadoéi feladatai elsorvadtak. Mérpedig a valamikori Alapszabdly szerint:
»az Akadémia a tudomanyos kutatdsok tendencidinak alapjan kétévente javaslatokat
fogalmaz meg a magyarorszagi tudomanyos kutatdsok irdnyait, szervezeti formadit,
finanszirozdsit és egyéb feltételeit illetéen. A javaslatokat a tudomanyos osztélyok
allitjdk ossze, és az Akadémia elnoke szerkesztett formaban — a Kozgytilés vélemé-
nyének ismeretében — kozzéteszi. A tobb tudomanydgat érinté ajanldsokat az érintett
osztalyokkal és kutatdhelyekkel is egyeztetni kell.” Figazgatéi és igazgatéi tapaszta-
lataim birtokdban nem tudtam egyetérteni az eltilzott kézpontositasi dontésekkel.
Kilonésen indokolatlannak taldltam a kalénbozé telephelyeken miikodd intézetek
adminisztrativ szempontok alapjan kikényszeritett hdzassigat. Nem tartottam elfo-
gadhatoénak, hogy az intézetek szakmai profiljanak, tevékenységének mindsitése nél-
kil, az érintettek feje felett sziilettek meg a dontések, elsédlegesen azt a szempontot
kovetve, hogy minél kevesebb legyen a koltségvetési helyek szdama. Zavard, hogy a
kozpontokon belil az intézetek szerepe leértékel6dott, az igazgatok elvesztették ki-
emelt vezetdi statuszukat. Engem személy szerint indulatos letolasok értek, amikor
prébaltam a vidéki akadémiai bizottsdgok gazdalkodasi 6néllésdgat megvédeni.

— Emeritusz professzorként sem csokkent a munkakedve, aktivitdsa, lelkesedése...

- A kornyezetem kedves figyelmessége tudatositja bennem az idé mulasat, azt,
hogy 70 éves lettem. Munkabirdsom, a teend6k szlinni nem akaré sorozata a régi.
Noha mar nem vagyok az SZBK kézalkalmazottja, tovibbra is az épiiletben dolgozom:
a kornyezet inspiral.

— Professzor ur, min dolgozik jelenleg?

- Két 4j témat kezdtunk el kutatni. Az egyikhez egy nyertes Gazdasdgi Operativ
Program palyazat nyujt anyagi hétteret. A konzorcium célja az energiaftiz biomasz-
szahozaménak névelése. A Dombé6varon mikods Agrarbéta Kft. faftités(i kazannal
biztositja az energiit a bioetanol gyartasdhoz és a biogaztermeléshez. Ez a cég, mint
a konzorcium vezetdje, érdekelt a fiizzel torténd fitésben. A mi feladatunk, hogy az
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energiafliz kromoszémakészletének (2n=38) megdupldzasaval hozzunk létre gyor-
sabban n6vé, nagyobb hozamu genotipusokat. Mar vannak ilyen névényeink, és most
jellemezziik a tulajdonsagaikat. A masik témank is genetikai beavatkozassal kapcsola-
tos. Ma mar lehetéség van arra, hogy iranyitottan, egy kivalasztott génben hozzunk
létre mutaciot. Ilyenkor révid, szintetikus DNS-molekuldkat hasznalunk a gének szer-
kezetének specifikus megvéltoztatasdhoz. Célunk a mddszer hatékonysaganak néve-
lése, hogy az a névények nemesitése soran is alkalmazhat6 legyen.

~ On alapitotta a Barabds Zoltdn Biotechnolégiai Egyesiiletet, mennyire sikeres ez a
kezdeményezés?

- A mai GMO-ellenes politikai szdndékok kozepette igen fontos szerepet tolt be az
1999-ben alapitott szervezet. Egyedili szakmai szervezédésként vivja harcat a gén-
technoldgia létjogosultsagaért, a génnemesitett novények elfogadasiért, tajékoztatd-
kat, konferencidkat rendez, konyveket jelentet meg szponzoraink, a kutatdintézetek,
a nagyobb vetémagcégek, egyetemek, maginszemélyek jovoltabdl.

- Hogyan telnek professzor tr nyugdijas napjai, hogyan tartja karban magdt?

— A hét tobb napjan tszom, szaundzom, s igyekszem tobb id6t tolteni a csaladdal.
Biiszke vagyok a gyerekeimre, a hat unokdmra. Ugyelek arra is, hogy a lelki egyensi-
lyom se billenjen ki: miként igazgatéként sem veszekedtem senkivel, nem emeltem
fol a hangom, nem engedtem, hogy barmi kihozzon a sodrombdl, lehetéség szerint
ma is meg6rzém a nyugalmamat, s igyekszem tisztességesen, a Tizparancsolatot nem
megszegve élni ezutan is.

— Professzor ur, ha mdr széba hozta a Tizparancsolatot: hadd utaljak arra az interju-
jdra, amelyben dszintén vallott hitérdl. Tévednék, ha foltételezem: istenhite és hite kutatdi
igazdban valamiképpen egy t6rél fakad?

- Valéban hiszem, s meggy6z6désem, hogy a vildg hosszu tava élelmezését, a fej-
16d6 orszagok gondjait, a klimavéltozas kévetkezményeit a genetika eszkézeinek se-
gitségével mérsékelni lehet, s mindez az emberiség javat szolgalja. Erkolcsi kotelessé-
giink, hogy a névények genetikai atalakitdsaval is csokkentsitk a f61don a szenvedést.
Gondoljon csak bele: masodpercenként éhen hal egy gyermek, s ma mintegy 850 mil-
li6 ember éhezik a vildgon. Ha olyan névényeket hozunk létre, melyek mennyiség és
mindség szempontjabdél megbizhatéan tobb és jobb termést eredményeznek, a beavat-
kozasunk etikailag is indokolt. Ezért vallalom hat akar a fijdalmas harci sebeket is...



Il. A molekularis modszereken alapuléo névénynemesités
torténete az 6roklodés szabalyainak megismerésétol
a genomikaig'
KONCZ CSABA

A novényekkel foglalkozé tudoményok torténetét kovetve a kovetkezé hirom fejezet-
ben célunk az, hogy ismertessiik azokat az alapfogalmakat és térvényeket, amelyek
alapjan az olvas6 megértheti a molekularis biolégia eszkozeit folhasznalé novényne-
mesités jelenlegi eredményeit és céljait.

1. Az 6r6klédés szabalyainak megismerése
és a névénynemesités genetikai alapjai

Osszefoglalas

A névénytermesztés kezdeteitl indulva, az elsé fejezet felidézi azokat a torténelmi eseményeket, ame-
lyek a természetes szelekcid evoliciés szerepének és a tulajdonsidgokat meghatdrozé gének 6roklédési
torvényeinek megismerése utdn elvezettek a géneket hordozé kromoszémék felfedezéséhez. A muticio,
mutagenezis, rekombinaci6 és géntérképezés elméleteit megalkotd kutaték munkait ismertetve eljutunk
a kontrollal6 elemek folfedezéséig, majd megismerjiik, hogy a klasszikus nemesités hogyan hasznalja fel
a kromoszémak mutagenezisét és fajok kozotti kombinaciéjat haszonnévényeink tulajdonsagainak ja-
vitdsaban.

Summary

By following the history of plant sciences, our goal in the first three chapters is to review those terms and
rules, based on which the reader can understand current results and goals of plant breeding supported
by the tools of modern molecular biology. Starting from the beginnings of crop cultivation, the first
chapter evokes those historical events that, after understanding the evolutionary significance of natural
selection and the laws governing the inheritance of trait-determining genes, led to the discovery that
chromosomes are the carriers of genes. After gaining insight into seminal works of great scientists, who
established the theories of mutagenesis, recombination and gene mapping, we arrive to the discovery of
controlling elements, and then learn how classical plant breeding exploits the tools of mutagenesis and

inter-species hybridization to improve properties of currently cultivated crops.

1 Itt szeretnék halas koszonetet mondani feleségemnek, Koncz (Kalméan) Zsuzsanak a fejezetek sz6-
vegének faradalmas javitdsaért és megirasukra buzdit6 tdmogatasaért. Halaval tartozom a konyv szer-
keszt6jének, Fehér Attilanak a hatariddk tobbszords meghosszabbitasat biztosito turelméért és Szeles
Annénak a kézirattal kapcsolatos tanacsaiért.
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,Aki nem néz vissza, irdnyt téveszt”
(Indian kézmondas)

A novények haziasitasatol a darwini evolucids elméletig

A régészeti kutatasok szerint a névények tudatos termesztése kb. 10-15 000 évvel
ezelStt kezd6dott a Kozel-Kelet termékeny teriiletein, de mas kontinenseken is leg-
alabb 5-8000 éves multra tekint vissza. A névénytermelés helyhez kotott, ezért a
letelepedés az aktiv termelési és torzsi-tarsadalmi szervezddés kezdetét jelzi. Ez a
kékorszaki forradalomnak nevezett idszak fontos fordulépont az emberiség torté-
netében, mivel ettél az idészaktdl kezdve az ember szaporodédsa és fennmaradasa a
mezGgazdasdgi termelés sikerének fiiggvényévé valt. A neolitikumban megkezdédott
az étkezésre és mas célokra gyijtott novények magvainak, hajtdsainak és gyokereinek
felszaporitasaval egy aktiv szelekciés folyamat, a névények héaziasitisa, domesztika-
lasa. A napjainkban termesztett és fogyasztott névényfajok térténete azt mutatja,
hogy mind az O- (Eurdpa és Azsia) és Ujvilégbél (Amerika és Ausztralia) szarmazé
fajok tudatos emberi szelekcié termékei.
A neolitikumtél az ékorig terjedd idészak
elsé termesztett novényei a Kozel-Keleten
a vad Triticum boeticum-bél (1. dbra) szar-
mazé egyszemi T. monococcum és a T. di-
coccoides-szel rokon ténke buza (Triticum
dicoccum), az arpa (Hordeum vulgare, vad
6se H. spontaneum), lencse (Lens culina-
ris), borsé (Pisum sativum), csicseriborsd
(Cicer arietinum), cicorlencse (Vicia ervi-
lia), len (Linum usitatissium) és fige (Ficus
carica). Az etiépiai fennsikon, Afrikdban
és részben Egyiptomban megtaldlhaté
volt a cirok (Sorghum bicolor), koles (Pen-
nisetum glaucum), korakankoles (Eleusine
coracana), édesgyokér (yam, Oxalis tube-
rosa), olajpalma (Elaeis guineensis) és az af-
rikai rizs (Oryza glaberrima) is. A késébb
elterjedt rizs (Oryza sativa) mellett ebben
az idében a f6 taplilék Kindban a rdka-
farka koles (Setaria italica) és gyongykoles
(Panicum miliaceum), Eszak-Amerikiaban
pedig a kukorica, kiil6nb6z6 bab- és tok-
félék, valamint a burgonya, paradicsom,

1. dbra. A vad buza (Triticum boeticum var. aegi-
lopoides) az egyik els6 termesztett buza, az egy-
maniéka, napraforgé és a spendthoz ha-  gzemg (T. monococcum) ése (foté: Jonas Honeg-
sonlé Chenopodium csalad tobb tagja volt. ger; forras: www.sortengarten.ethz.ch)
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A {6 gabona-, z6ldség- és gyumolcsfajtik mellett taldlunk régészeti forrast gyégyito,
serkentd vagy bodité célbdl termesztett névényekre is. Ilyen pl. az Etidépidban elter-
jedt kavé, a hasonléan koffeintartalmi Nyugat-Afrikabdl szarmazo kdla di6 és a ke-
vésbé ismert eufdriat okozé kat (Catha edulis).
A novények kiulénbozé hatasairdl és alkalmazasairdl szerzett tudds meg6rzésérdl
a leg6sibb fennmaradt dokumentum Kindbdl szarmazik. Shénnéng (az ,Isteni Fold-
miuves”) herbalista (2. dbra) Materia Medica cim( kényvében tobb szaz mérgezé és
gyégynovény sajat magan vizsgélt hatdsairdl szamol be i. e. 2800-ban. Az i. e. 3-4.
szazadra datalhaté indiai Sushruta Samhita szanszkrit gyijtemény 700 gy6gynovényt
emlit. Arisztotelész tanitvinya, Theophrasztosz (i. e. 371-287) két enciklopédikus
konyvében (Historia Plantarum és A novények hatdsairdl) egy, a késé kozépkorig hasz-
nalt névény rendszer- és termesztéstant hagyott az utdkorra. Az iszlam 8-13. sza-
zadi térhoditasa tovabb segitette az afrikai és dzsiai névények (kéles, citrom, narancs,
rizs, gyapot stb.) Romai Birodalomban megkezd6dé eurdpai behozatalat és elterje-
dését. Ebbdl a korszakbdl szarmazé No-
vények konyve cimi mivében Al-Dinawari
(828-896) perzsa tudos 637 fajt emlit, le-
irva azok fejl6dését, névesztési igényeit,
virdg- és gyumolcstermesztési eljarasok-
kal fszerezve. Az iszlam aranykor botani-
kusa, a Malagébdl szarmazé Ibn al-Baitar
i (1197-1248) a 19. szazad kezdetéig hasz-
e Ny nalt gydgyszerészeti konyvében (Kitab
/ Al-jami‘li-mufradat al-adwiya wa al-aghd-
hiya) 1400 élelmiszer- és gydgynévény
felhasznalasait (pl. rézsaolaj- és parfim-
készitést) ismerteti (Rashed 1996). Az
els6 képekkel illusztralt, névényeket rend-
szerez6 munkak (Herbarium vivae icones és
Contrafayt Kriuterbuch) a svéd Linné &ltal
a botanika atyjdnak nevezett német kar-
thauzi barat, Otto Brunfels (1488-1534)
tollabdl jelennek meg. Ezt kovetik a bajor
Leonhart Fuchs (1501-1566; lasd: Fuchsia
virdgnév) 500 és a heidelbergi Hierony-
mus Bock (1498-1554) 700 eurdpai né-
vényt rendszerezd Fiiszerkonyvei. Ame-
rika felfedezése utan (Kolumbusz, 1492),
a kontinensek kozotti kereskedelem ered-
ményeként Eurdépaban elterjedt az ame-
2. 4bra. Shénnong kinai herbalista (i. e. 2800-as rikai burgonya, paprika, paradicsom és
évek) gy6gynovény hatasat probélja ki sajat ma-  Kukorica, Kolumbidban az arab-etiépiai
gan (19. sz4zadi japan festmény) kavé, Floriddban a mediterrdn narancs,

-
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Ecuadorban a malajziai és papua j-guineai
bandn. Azaz elindult az egyes névényfajok
globdlis térhéditasa.

A novények és allatok elsé atfogo, sziszte-
matikus és hierarchikus rendszerezése kozos
kiilsé jegyeik alapjan az uppsalai Karl Linné
(1707-1778) (3. abra) nevéhez fiizédik.
Linné vezette be a ma is hasznalt csalddot
és fajt megjel6ls kettds latin nevezéktant, és
1753-ban megjelent Species Plantarum cimi
munkdjiban 7300-nal tébb névényfaj rend-
szertanat kozli. Az mar kevésbé ismert, hogy
az e konyvben szerepld 4j fajok sokasdgit
Linné mellett 17 tanitvanya, a killénb6z6 vi-
lagtajakat bejaré , apostolok” gytjtotték osz-
sze (pl. a James Cook 6cedniai hajéutjahoz
csatlakozé Daniel Solander és Anders Sparr-
man), akik kozil utjaikon tébben életiiket is
aldoztdk a felfedezésekért. Linné kimagaslé
rendszertani munkdassaga logikusan folve-
tett szdmos, a fajok eredetét és szdrmaza-
sat feszegetd kérdést. Linné bibliai teremtés
dogméjan alapuldé rendszertanat kritizélva
Georges-Louis Leclerc (Comte de Buffon,
1707-1788) az Histoire naturelle cim mun-
kdjaban el6szor feltételezi, hogy a ,terem-
tés centrumaibdl” elvindorolt fajok diffe-
rencidlédhattak 4j fajokka vagy kihalhattak,
és e folyamatban az 6rokl6dés fontossagara
hivta f6l a figyelmet.

Charles Darwin (1809-1882) 1859-ben
megjelent A fajok eredete cim@ munkajaban
(4.4bra) szamtalan megfigyeléssel timogatja
a fajok kozos eredetét és evoluciéjat. Ebben
a folyamatban a gyakorlati nemesit6 mun-
kdban hasznélt szelekciéval analégidban a
fennmaraddsért foly6 kiizdelmet és koérnye-
zethez valé alkalmazkodast jeloli meg a ter-
meészetes szelekcid f6 tényez6iként. Darwin
munkdiban nem a fajt, hanem a fajok sok
egyedbdl 4ll6 tarsulasaiban észlelhet kis el-
téréseket hatdrozza meg a diverzitas és ter-
mészetes adaptaci6 forrasaként. A darwini

3. abra. Karl Linné 1739-ben
(Johan Henrik Scheffel festménye)
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természetes szelekcid tanat tagadtdk a transzformistdk (vagy transzmutdcionistak),
mint példaul a francia biol6gus Jean-Baptiste Lamarck (1744-1829), aki 1809-es
Philosophie Zoologique cim(i mivében az evoliciés valtozdsokat az egyedek élete soran
kornyezeti hatasokra megvaltozd, transzmutalé tulajdonsagjegyek utédokba valé 4t-
orokitésével magyarazta. Mdsok, mint pl. Robert Chambers skét ujsagird, a Teremtés
természetes torténetének hordozéi (1844) cimi névteleniil kiadott mi szerzéje, az evo-
laciét kozmikus transzmutdcidk Isten altal megtervezett és azéta ontérvényei alap-
jan mikodo folyamatdnak tartotta. Az Intelligens Teremtd szerepét foltételezd evo-
ltcié hivéivel a vita meddének bizonyult, mert a lényegi kérdés nem tudomdnyos,
hanem teolégiai volt és maradt.

Az 6roklédés térvényeinek megismerése

A tulajdonsigok o6roklédésének magyardzatira Darwin pédngenezis elméletében
(Variation of Animals and Plants under Domestication, 1868) feltételezte, hogy azokat
sok kis 6rokité faktor (gemmula) hordozza, amely a sziill6kbdl a szaporodas soran az
utédokba jut. Robert Hooke (1635-1703) munkajanak (Micrographia) készénhetben
az elsé, bioldgiai vizsgalatokat forradalmasité mikroszkép mar 1665-ben elkésziilt.
Azonban Darwin gemmuldinak létezésére a kozel 200-as nagyitassal dolgozé Antony
van Leeuwenhoek (1632-1723) holland mikrobiol6gus éltal konstrualt mikroszkép
hasznélataval sem tudott bizonyitékot taldlni Francis Galton (1822-1911), Darwin
masod-unokatestvére, a biol6giai biometria és a magasabb rendd human intelligencia
szelekci6jat propagild eugenetikai elmélet megalkotéja. Ezzel szemben mikroszképos
vizsgalataikkal a jénai botanikus Matthias J. Schleiden (1804-1881) és a kolni fizio-
l6gus Theodor Schwann (1810-1882) 1837-ben folfedezték, hogy az egysejti mikro-
organizmusokhoz hasonléan a novények és allatok szovetei és szervei sejtekbdl épiil-
nek fol, megalapozva ezzel a sejtelméletet, amely szerint az élet alapegysége a sejt.
Ezt megel6z6en Robert Brown (1773-1858) skét botanikus mar 1831-ben észlelte,
hogy minden névényi sejt hordoz egy sejtmagot, amely a sejthez hasonléan oszté-
désra képes. Killonboz6 festési eljarasokat kidolgozva Richard Altmann (1852-1900)
tovabbi sejtorganellumként 1890-ben leirja a mitokondriumot (Die Elementarorganis-
men). Konstantin Mereschkowski (1855-1921) orosz biolégus 1903-ban kozli a ké-
s6bb molekuldris médszerekkel igazolt teéridjat, hogy a mitokondrium és a sokak
altal kordbban észlelt masik sejtorganellum, a kloroplasztisz valészintleg mikrobidlis
eredetdi. Bar tagadta a darwinizmust, Mereschkowski hitt abban, hogy a mikroorga-
nizmusokkal valé egyiittélés fontos szerepet jatszik az evolucidban. A bakteriolégia
atyjai, Louis Pasteur (1822-1895) a vakcinalas (véd6oltds), fermentalds és sterilizilas
folfedezéje, és Robert Heinrich Herman Koch (1843-1910), a baktériumizolalasi és
-tenyésztési mddszerek, valamint a tuberkulézis, kolera és antrax kérokozoinak azo-
nositdja (akinek asszisztense Julius Richard Petri, a Petri-csésze inventora) munkaik-
kal ezt a foltételezést lényegében igazoltak az emberi populdcié méretét drasztikusan
befolyasolé kérokozdkra.
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Darwin miveiben gyakran hivatko-
zott a tudatos emberi szelekcié példdjara
a nemesités torténetében, és sok promi-
nens botanikus, maga Linné is foglalko-
zott noévények keresztezésével. Azonban
a hibridizdciéval kombinalt tulajdonsa-
gok oroklédésének szabdlyai ismeretle-
nek maradtak Gregor (sziiletett Johann)
Mendel (1822-1884) (5. abra) munkés-
sagiig. Mendel gondosan kivéalasztott és
sokszoros Onmegporzassal ,tisztitott”
(beltenyésztett) borsé variansok (14sd eu-
genetika, tiszta vonalak) hibridiziciéja-
val foglalkozott a Szent Tamas templom
Agoston-rendi szerzeteseként Brnéban.
Valészintiség-szamitasi adatokkal tamo-
gatott Novényhibridizdldsi kisérletek cimi
kozleményeiben, amelyek a brnéi Természettorténeti Tarsasdg 1865-6s kiadvanyai-
ban jelentek meg, egy G4j tudomanydg, a genetika két alaptorvényét fogalmazta meg.
Mendel elsé toérvénye szerint egy tulajdonsigért felels 6roklédé faktorbdl mindkét
szilé két kopiat hordoz, amelyek egymastdl elvalasztva kertlnek at a hibridbe, majd
paronként kombinalédva 6roklédnek annak utédjaiban. A masodik térvény szerint,
két eltérd tulajdonsagért felelss faktor egymadstdl fuggetleniil kombinalédik a hibrid-
ben, és szegregdl annak utédjaiban. Mendel azt is észlelte, hogy az egyik sziil6i faktor
,erésebb”, domindns lehet a masik sziilé ,,gyenge”, recessziv faktordhoz hasonlitva, és
ezért lehetséges, hogy a hibrid csak az egyik sziil6 dominans faktora dltal meghata-
rozott tulajdonsdgot mutatja. Ez az észlelés nem egyezett meg a darwini pangenezis
azon tételével, mely szerint a sziil6i faktorok egyenléen befolyasoljak az utéd fenoti-
pusat. Mendel értelmet adott annak a névénynemesitési gyakorlatnak is, amely soran
az Uj fajtak tulajdonsagainak stabilizdlasa céljabol visszakeresztezték a hibrideket az
egyes szil6kkel. Ezt hasznélta f6l a hibridek 6nmegporzassal nyert elsé, illetve ma-
sodik generacids utddjaiban 6r6kl6dé sziléi faktorpirok azonositasara. Az utdd ke-
resztezését a recessziv faktorpart hordozé sziilével Mendel alapjan azéta is tesztke-
resztezésnek hivjuk. A darwini pangenezis tedria szerint az egyes tulajdonsagokért,
amelyek a populdciékban normalis eloszldst mutatnak, nagyszamau faktor felel6s, és
ezért az utédban kombindl6dé szulsi faktorok atlaga hatarozza meg végiil a fenoti-
pust. Ezzel szemben Mendel térvényei alapjan nyilvanvaléva vélt, hogy a szuléi je-
gyek 6roklédési gyakorisiga a kétfaktoros (binomidlis) eloszlast koveti. Mivel egy po-
puldciéban az azonos jegyekért felel6s, de egymastol kiilonbozé faktorok gyakorisaga
megkozelitheti a normalis eloszlast, a populdcidk szintjén a darwini elmélet tovabbra
is alkalmazhaténak tlint. Azaz, ha kett6nél sokkal tébb faktor befolyasol egy meny-
nyiségi tulajdonsagot, mint pl. magméret, termésatlag vagy szar és gyokérnovekedés,
akkor a sok faktorpar mért hatésa, illetve eloszlasa ugyancsak kozeliti a normalis el-

5. dbra. Gregor Mendel
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oszlast. Talan azért nem sikeriilt a kor nemesitéinek hamarabb félfedezni az 6r6kls-
dés torvényeit, mert sok faktor dltal meghatéarozott tulajdonsidgokat kovettek, és igy
nem lattdk az erd6tél a fat.

Kromoszémak a tulajdonsagokért felelés gének hordozéi

Egy biztos, Mendel eredményeit haldlaig ignoraltik a darwini pangenezis 6roklédési
faktorok szabad keveredését vall6 hivei. Ezek k6zé tartozott a holland sziiletés Hugo
Marie de Vries (1848-1935), aki Julius Sachs (1832-1897), a névényélettani kisérle-
tek uttordjének, a bonn-poppellsdorfi, majd wirzburgi egyetem professzoranak ta-
nitvanya volt. De Vries 1889-es Intracellular Pangenesis cim{i munkajaban a tulajdon-
sagok orokléséért felelds faktorokat a pangenezis tedridnak megfeleléen pangénnek
nevezte. Az 6roklédési faktorok 4ltal meghatarozott tulajdonsdgokat érinté valtoza-
sok elnevezésére eldszor a transzformistdk (lamarckistik) hasznaltdk a transzmuta-
ci6 elnevezést, amit de Vries munkaiban mutéciéra rovidit. Ennek nyomdn a mutaci-
6hoz vezetd folyamatot mutagenezisnek nevezte. Wilhelm Johannsen (1857-1927)
dén novényfiziolégus és genetikus, aki a Karlsberg sérgyarban az drpamagok nyu-
galmi és csirdzdsi folyamatait tanulményozta, a gén roviditést hasznélta az 6roklédési
faktorok jelolésére. Johannsen a magmeéretet mint kvantitativ mennyiségi jegyet be-
folyasol6 faktorok vizsgilata alapjan hasznalta el8szor a genetikai hattér jelolésére a
genotipus és a gének altal meghatédrozott jegyekre a fenotipus terminoldgiat.

Az 1890-es években a pangenezis igazolasat célzé keresztezési munkdiban de Vries
lényegében ujra felfedezte Mendel térvényeit. Hasonlé eredményre jutott 1900-ban
tovéabbi hdrom kutatd, a tibingeni német genetikus Carl Erich Correns (1864-1933),
a pullmani buza genetikus William Jasper Spillman (1863-1931), a mezdgazda-
sagi kozgazdasagtan késébbi atyja, és az osztrak agronémus Erich Tschermak von
Seysenegg (1871-1962), a bécsi egyetem professzora. Tschermak anyai nagyapja
Eduard Fenzl botanikus a bécsi egyetemen tanitotta Mendelt. Correns a pollenkép-
z6déshez vezetd sejtosztédas, novényi sejtfal és protoplazma (citoplazma) fogalma-
kat bevezeté svajci botanikus Carl Wilhelm von Négeli (1817-1891) tanitvanya volt.
A sors fintora az, hogy Nageli siiri levelezésben allt Mendellel, és prébalta 6t kisér-
leti munkdirdl lebeszélni. Correns a zold-fehér levél variegiciét mutaté nagy csoda-
tolesér (Mirabilis jalapa; 6. dbra) mutansokkal végzett kisérletei soran folfedezte a
nem mendeli, citoplazmds 6roklédés torvényét is. Ugyanis az altala tanulmanyozott
iojap-nak nevezett fehér levélszint okozé recessziv jegy a keresztezés irdnyatdl fiiggd
anyai 6roklédést (dominancidt) mutatott: a fehér iojap anya z6ld névény pollenjével
megtermékenyitve fehér, mig a z6ld anya iojap pollennel megtermékenyitve z5ld uté-
dot eredményezett. Mint késébb kideriilt, az iojap novények fehér szine a kloroplasz-
tiszok hibés funkciéjanak volt tulajdonithatd. Azaz, kisérleteiben Correns kimutatta,
hogy a kloroplasztisz is hordoz tulajdonsagokat 6rokité anyagot.

Egy gén kulénbézé mutacidinak jelolésére William Bateson (1861-1926) galto-
nista angol biolégus (Bateson 2002) vezette be az allél elnevezést. Bateson a kiilon-
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6. dbra. Zold-fehér levélvariegaciét mutaté nagy csodatolesér (Mirabilis jalapa)

b6z6 organizmusok strukturdlis jegyeinek variaciéit vizsgdlé 1894-es (Materials for
the study of variation) biometriai konyvében folfedezi, hogy tobb tulajdonsdg a dar-
wini pangenezis elméletével szemben nem normal, hanem dimorfikus (binomidlis)
eloszlast mutat. Ennek megfelel6en a dominans vagy recessziv génparokat, alléleket
hordozé sziil6k megjel6lésére Mendelhez hasonléan hasznélja a homozigéta elneve-
zést, hogy megkiillénboztesse azokat a két kiillonb6z6 allél kombindcidjat tartalmazé
hemizigéta, illetve heterozigéta utédoktol. Bateson baratja, Erwin Baur (1875-1933),
az elsé német névénynemesitési intézet megalapitéja Berlinben, igazolta Correns klo-
roplasztisz-jegyek 6roklédésével kapcsolatos szabalyait, és az eugenetika hiveként a
mendeli , tiszta jegyeket” hordozé fajok szelekci6janak és azok hibridizaciéjanak, ne-
mesitésének egyik sz6sz6l6ja volt. Altudomanyos hattérként Baur névényekkel és 4l-
latokkal végzett eugenetikai munkaira hivatkoztak haldla utan a fasiszta fajelmélet
késébbi megalkotdi.

A testi szomatikus sejtek és ivarsejtek (gamétak) elsé vildgos funkcionalis meg-
killonboztetése a freiburgi August Weismann-nak (1834-1914) koszoénhetd, aki
1885-ben megjelent (Die Continuitit des Keimplasmas als Grundlage einer Theorie der
Vererbung) munkajaban megallapitja, hogy a szomatikus sejteknek nincs szerepe a tu-
lajdonsagok atorokitésében, amelyért kizardlag csak az ivarsejtek a felelsek. Mendel
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munkajat nem ismerve, Weismann definialja a két sziil6i ivarsejt szerepét az 6r6kls-
désben. A sejtosztddis mechanizmusit leiré 1882-es (Zellsubstanz, Kern und Zellthei-
lung) kényvében a kieli egyetem professzora, a citogenetika atyja, Walther Flemming
(1843-1905) megallapitja, hogy a szalamandra és mas éllatok sejtjeiben a sejtma-
gok bazikus anilinnal fest6d6 anyagot, ,bazofil” kromatint tartalmaznak, amely jel-
legzetes méretet és format mutaté fest6d6 testecskék parjaiba rendezédik a sejtosz-
tédas soran. A Flemminggel dolgozé berlini anatémus Wilhelm von Waldeyer-Hartz
(1836-1921) ezeket a strukturdkat, amelyeket Nageli mar 1842-ben leirt oszt6dé pol-
lensejtekben, ,fest6dé testecskéknek”, kromoszémaknak nevezi el (7. dbra).

A testi sejtek osztdddasa sordn, amelyet mitézisnak nevez, Flemming észleli, hogy
a kromoszémdk egyenl szamban jutnak at az utédsejtekbe. Ezért megallapitja, hogy
minden sejtmag 6roklédéen egy el6z6 sejtmagbdl szdrmazik (omnis nucleus e nuc-
leo). 1876-ban Oscar Hertwig (1849-1922) berlini zool6égus a tengeri uborka ivar-
sejttermelésének vizsgilata sordn folfedezi a meidzis folyamatat (Lehrbuch der Ent-
wicklungsgeschichte des Menschen und der Wirbeltiere, 1906), amelyet a liége-i egyetem
belga zoolégusa, Edouard Van Beneden (1846-1910) tanulméanyoz elészér kromo-
széma szinten. A meilzis szerepét az ivarsejtek produkciéjaban és az éroklédésben
el8szor azonban csak August Weismann értelmezi 1890-ben. A kromoszémaszdmot
megtarté ekvatorialis mitotikus sejtosztédast (Aquatorialteilung) Weismann meg-
kilonbozteti a kromoszémaszdmot redukal6é meidzis (Reduktionsteilung) folyama-
tatdl, amelyben két egymdst kovets osztddas szitkséges ahhoz, hogy egy diploid sejt-
bél négy, a kromoszémaszam felét hordoz6 haploid sejt keletkezzen. Wilhelm Roux
(1850-1924) német zooldégus mar 1883-ban feltételezi, hogy az 6roklédésért felelds
faktorok hordozéi a kromoszémdk.

Roux, Ernst August Haeckel (1834-1919) német zoolégus és embriolégus tanitva-
nya volt, aki hasonlésagot talalt az &llati és emberi embridk fejlédésének kilonbozo
fazisai kozott. Roux vezeti be az embrid, sejt- és szévettenyésztés, valamint sejt- és
szovetatiiltetés (dtoltas, graftolas) moédszerét, és irja le el6szor, hogy a megterméke-
nyités utdn a zigbtabol osztodo sejtek funkcionalisan specializalédnak, azaz differen-
cidlédnak. Roux ebbdl az észlelésébdl azt a kovetkeztetést vonja le, hogy az egyedfej-
16dést az embriéban mozaikszeriien eloszlé genetikai faktorok szabélyozzik. Ezzel
szemben Haeckel mdsik tanitvanya, Hans Driesch (1867-1941) kimutatja, hogy a
tengeri uborka négysejtes embridinak minden sejtje szeparalds utan képes embriéva,
majd teljes organizmussa fejlédni. Driesch ezzel nemcsak igazolta, hogy minden sejt
azonos genetikai anyagot hordoz, de a totipotencia és pluripotencia fogalmainak be-
vezetésével azt prediktalta, hogy minden sejt képes egy organizmus 6sszes sejtjének
létrehozdsara, és hogy sokfajta mas sejtté differencidlédhat.

Driesch a népolyi zooldgiai dllomason ismerte meg az odalatogaté amerikai emb-
riol6gust Thomas Hunt Morgant (1866-1945) (8. dbra), aki tanulmanyutja soran ki-
mutatta, hogy a tengeri uborka petesejtjei megtermékenyités nélkiil, egyszer(i mag-
nézium-klorid oldat kezeléssel osztédasra késztethet6k. Munkajat folytatva Morgan
baratja, Jacques Loeb (1859-1924) megtermékenyités nélkul produkalt petesejtek-
bél békédkat, az apa nélkili szizfogamzds, a parthenogenezis lehet6ségét bizonyitva.



AZ OROKLODES SZABALYAINAK MEGISMERESE ES A NOVENYNEMESITES GENETIKAI ALAPJAI 31

Hans Winkler (1877-1945) hamburgi botanikus,
aki Morganhoz hasonléan vendégkutatéként dol-
gozott a napolyi zooldgiai dllomdson, a 40-nél t6bb
noévénycsaldd tébb mint 400 fajiban észlelhetd,
megtermékenyités nélkili magképzés viltozatos
modjait apomixis 6sszefoglal6 névvel jelolte (Wink-
ler 1920). A haploid (1n) kromoszémakészletre 6
alkalmazta el6szér 1908-ban a genom elnevezést.

Winkler utt6ré munkajanak és a novényi citoge-
netika fejl6désének koszénhetéen Szergej Gavrilo-
vics Navasin (1857-1930) kijevi és Léon Guignard
francia biolégus 1888-89-ben felfedezik, hogy a
magasabb rend( névények embridi kettés megter-
mékenyitéssel (9. dbra) keletkeznek (Hamamura
et al. 2012). A Wilhelm Hofmeister (1824-1877)
tubingeni botanikus munkdssagaval kezd6d6 no-
vényi reprodukciés kutatdsoknak koszénhetSen
ismertté valt, hogy a diploid (2n) szévetekbdl ki-
fejl6d6 néi ivarszerv taplalé parenchima (nucel-

8. abra. Thomas Hunt Morgan
(1866-1945) a Johns Hopkins
Egyetem 1891-es évkonyvébol

lusz) szoveteibe dgyazott megagametofita anyasejt meiézissal négy haploid utdsejtet,
makrospdrat hoz létre. Ebbél dltaldban 3 degenerdl6dik, amig a fennmaradé életképes
sejtben 3 mitdzis torténik sejtosztddas nélkiil, ami a kialakulé embridzsak két pélu-
san 4+4 haploid sejtmagot hoz létre. A pdlusoktdl az embriézsik kézepére vandorld
két sejtmagbdl alakul ki a diploid kézponti sejt. Amig az egyik péluson 3 ellenlabas
(antipdd) sejt, addig a masik pdluson 2 segitdsejt és az altaluk kézrefogott petesejt
jon létre az embriézsdkot tovabbi 6 haploid sejtre bonté sejtfalszintézis utan.

«— pollen

pollencsé

termd ..
embridzsak

kdzponti
sejtmagok

himivarsejtek

(3n)

9. dbra. A kettés megtermékenyités: a pollencsévon keresztiil két himivarsejt jut az embriézsakba.
Az egyik (1) a petesejtet megtermékenyitve létrehozza a diploid zig6tat, a masik (2) a két kozponti
sejtmaggal 6sszeolvadva a triploid endospermiumot
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Eduard Strasburger (1844-1912) teljes novényvilagot 4dtélel6 1894-es Bonni Tan-
konyvében (Finke et al. 1994) a néi ivarsejtet létrehoz6 folyamat, a megagametogene-
zis szamos érdekes varidcidjat ismerteti, példaul azt, hogy a liliomfélékben a meidzis
utdn mind a négy makrospoéra életképes marad. Kimutatja, hogy a néi gamétakép-
zéssel szemben a himivarsejtek kialakuldsdnak folyamata kevesebb variaciét mutat a
noévényvildgban. A porzé (vagy mikrosporangium) diploid sporogén sejtjeibél diffe-
rencidlédik a mikrospdra anyasejt, amelynek meiotikus osztéddsa 4 tetrad formaban
elrendez6d6 haploid mikrospérat eredményez. A mikrospérak ezt kovetd elsé mito-
tikus osztédasa hozza létre a pollencsévé differencidlédd vegetativ sejtet és az egy
tovabbi mitézissal két spermasejtet produkalé generativ sejtet. Az utébbiak kozil a
megtermékenyités sordn az egyik a petesejttel egyesiil az embriéva fejl6dé zigétiban,
a masik pedig a diploid kézponti sejttel fuziondl, amelybél a triploid (3n) endosper-
mium, a fejl6dé mag tapszovetei keletkeznek.

A Winkler 4ltal tanulményozott apomixist mutaté névénycsalddokban (pl. pazsitf-
félék) a diploid megagametofita Gssejt a meidzis el6tt sejtosztddas nélkiili endomitd-
zissal tetraploidda valhat (pl. kolesfélék). Mas fajokban a meidzis teljes kimaradasa
(pl. holgymal, Hieracium fajok; 10. dbra) vagy a meidzis elsé kromoszémaszam-felezé
sejtosztédasanak hibaja (pl. pitypang, Taraxacum-félék) nem redukalt, tetraploid (4n)
vagy diploid (2n) kromoszémaszamot hordozé6 petesejtet eredményez, ami a koz-
ponti sejt megtermékenyilése utdn vagy anélkil embriéva fejlédik. Mas esetekben
(pl. napraforgd) a makrospé6rak a meidzis soran vagy utan elhalnak, de funkciéjukat
egy, a nucellusz szomatikus sejtjébdl szdrmazé diploid, Un. apogaméta veszi it, amely
embri6zsdkka, illetve embri6vd és endospermiumma alakul megtermékenyités nél-
kal. Végiil a virdgzaton beliil vagy mas szerveken (pl. varjihdj, Kalanchoe-félék) egyes
fajok képesek vivipariara (,elevensziilésre”, sporofita apomixisre), azaz embrié létre-
hozéséra testi sejtjeikbdl.

Az apomixis eredménye az anyai jegyek domindns és kizardlagos o6roklédése,
amellyel mar Mendel is taldlkozott Hieraciummal végzett keresztezési kisérleteiben.
Mendel keresztmegporzassal nyert Hieracium névények utédgeneraciéiban kizérélag
csak az anyanévények fenotipusat mutaté utédokat talalt, hidba keresve ennek ma-
gyarazatat (Nogler 2006). A Hieracium esetében észlelt, bors6tdl eltérd roklésmenet
értelmezésével kapcsolatos csalédasa felbukkan Nigelivel folytatott levelezésében,
okot szolgéltatva a Hieracium-szakért6 Nageli kétkedésére Mendel torvényeit illetéen
(Correns 1905). Ehhez hozzajarult az is, hogy de Vries ligetszépe (Oenothera) fajok-
kal végzett keresztezései is a Hieraciummal észlelt eredményeket mutattak. Bar Men-
del észlelte a parthenogenezis jelenségét méhekkel végzett kisérleteiben, a probléma
banalis megoldasat végil mégis a koppenhdgai botanikuskert professzora, Carl Han-
sen Ostenfeld (1873-1931) talalta meg, aki rajott, hogy a Hieracium hibridek megter-
mékenyités nélkil is produkalnak parthenogenezissel utédokat (Ostenfeld 1904). Ot
megel6zéen Hans Oscar Juel (1863-1931) svéd botanikus 1898-ban kozolte, hogy a
macskatalpfélék (Antennaria) embridi a testi sejtekkel azonos 2n kromoszémaszamot
mutaté diploid petesejtekbél jonnek létre (Juel 1898).
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A novényfajok jellemzése soran Strasburger megallapitotta, hogy minden faj egy
arra jellemzé kromoszémaszamot hordoz. Ezt Hertwig tanitvanya, a wirzburgi egye-
tem professzora, Theodor Heinrich Boveri (1862-1915) allati ivarsejtekkel végzett
kutatdsai is igazoltak. Strasburgerhez hasonléan Boveri észleli, hogy egyes testi sej-
tekben a sejtosztédas hidnyaban térténé endomitotikus magosztédasok 2, 4, 8 vagy
akar magasabb szintre emelhetik a normadlis diploid kromoszémaszamot. Poliploid
tumorsejtekben Boveri gyakori kromoszémaszam-vesztést is észlelt. Tovidbba azt ta-
pasztalta tengeri uborkaval végzett kisérleteiben, hogy a kromoszdémavesztés gatolja
az embri6 fejlédését. Azaz, a kromoszdma szitkséges a genetikai informadcié atvite-
léhez. A szdcskepeték morfolédgiailag kilonbozé X-kromoszémajat folfedezé Erwin
McClunggal (1871-1946) dolgoz6 Walter Sutton (1877-1916) ezzel egy idében észleli
a kansasi egyetemen, hogy a homolég kromoszémak parosodnak, majd fuggetlenul
szegregalédnak meiézisban. Sutton, Boveri-héz hasonléan azonositja a kromoszéma-
kat a Mendel altal definidlt, tulajdonsdgokat meghatarozé faktorparok hordozéival
(Crow és Crow 2002). Suttonnal egy idében Edmund Wilson (1856-1939) tanitva-
nya, William A. Cannon hasonld kovetkeztetésre jut gyapot kromoszémakat tanul-
mdnyozva a Columbia egyetemen. A Boveri-Sutton-kromoszémaelmeélet tovabbi bi-
zonyitékaként 1895-ben Wilson és késébbi munkatarsa Nettie Stevens (1861-1912)
folfedezi lisztkukacban a szexmeghatarozdsért felelés anyai X- és apai Y-kromoszé-
makat és azok figgetlen mendeli szegregiciéjat a meidzisban. Stevens, Morganhoz
hasonléan Népolyban is dolgozott vendégkutatéként. O javasolja a Wilson professzor
helyébe 1ép6 Morgannak, hogy a szexkromoszémdékhoz kapcsolt jegyek 6roklédését
ecetmuslicdban (Drosophila melanogaster), a Harvard egyetem genetikusai Charles W.
Woodworth (1865-1940) és William Castle (1867-1962) altal kivalasztott 4j modell
organizmusban tanulmdnyozza.

Rekombindcié, kapcsoltsag és géntérképezés

1885-ben, a hohenheimi mezdgazdaséigi egyetem professzoraként, Wilhelm Conrad
Rontgen (1845-1923) német fizikus folfedezte az elektromagneses (X) sugarzast. Az
I. vilighdboru alatt Rontgen maga is késziilt kivindorolni professzorként a Columbia
egyetemre, ahol 1908-t6] Morgan rontgenbesugarzassal prébélt Drosophila-mutan-
sokat eléallitani. Morgan, Batesonhoz és de Vrieshez hasonléan, nem hitt a darwini
allélek lassu populdciés valtozasain alapuld evoliciéban, hanem a mutaciék gének-
ben okozott viltozasait tartotta Gj fajok létrejottének okaként. Az elsé Drosophila-
mutansok koézott, a recessziv fehér szemszinért felelés white mutaciérél 1911-ben
kimutatja, hogy az a szexkromoszdémaval egyiitt, azzal kapcsoltan 6roklédik. Ezzel
egyben igazolja, hogy a tulajdonsagokért felelés faktorok hordozéi a kromoszémak.
Roéviddel késébb Morgan és munkatdrsai azt észlelik, hogy egy masik szexkromo-
szémahoz kapcsolt, miniatlr szarny kialakuldsaért felelés faktor a white mutécié-
val kombinalva a vart mendeli fuggetlen kétfaktoros szegregaciés aranytdl eltéréen
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nagy gyakorisdggal egyiitt, azaz kapcsoltan szegregil az utédokba. Két jegy kapcsolt
oroklodését valamivel kordbban a genetikai faktorok kozotti hierarchikus kélcséonha-
tasokat (episztazist) folfedezé Bateson, a virdgjegyek polimorfizmusanak 6roklodé-
sét tanulmanyozoé Edith R. Saunders (1865-1945) és a mendeli szegregacids ardnyok
szamitasat egyszerisité tablazatok megalkotéja, Reginald Punnett (1875-1967) is
észlelte. Punnet kérésére Godfrey Hardy (1877-1947) angol matematikus, és vele
egy idében a wiirttenbergi német fizikus Wilhelm Weinberg (1862-1937) dolgozta
ki a fuggetleniil és kapcsoltan 6rokl6d6 faktorok populédcion beluli gyakorisagat leir6
matematikai elméletet, amely a genetikai egyensuly (ekvilibrium) Hardy-Weinberg
alaptételeként valt késébb ismertté.

A szexkromoszémahoz kapcsolt recessziv mutaciékat hordozé és vad tipust musli-
cak keresztezése soran Morgan f6lfedezte, hogy két kapcsolt jegy bizonyos gyakorisag-
gal szeparalédik az utédokban. Ezért feltételezte, hogy a szul6i kromoszémak egyes
szakaszai kolcsonosen, reciprok médon kicserélédhetnek az ivarsejteket produkalé
meibzis folyamata sordn, ami a sziléi jegyek 4j kombinaciéjat, azaz rekombindcié-
jat eredményezi. Morgan feltételezését Frans Alfons Janssens (1865-1924) leuveni
belga citolégus eredményeire alapozta, aki észlelte, hogy a meiézis I. profazisa sordn
a kromoszémaparok kromatidjai a pachitén fazisig észlelhet6 sokszoros X alaka dtke-
resztezédést (crossing-over-t vagy kiazmat) mutatnak.

Morgan tanitvanya, Alfred Henry Sturtevant (1891-1970) megéllapitja, hogy a
szexkromoszémahoz kapcsolt tulajdonsidgokat meghatdrozé gének a kromoszéman
linearis sorrendben helyezkednek el. Sturtevant 1913-ban észleli, hogy kilonbozé
gének vad és mutans alléljei kozotti kicserél6dések, azaz rekombinacidk gyakorisaga
egymastol eltéré. Harom gén (A-B-C) kiilonb6z6 parositasa (A-B, B-C és A-C) sordan
Sturtevant megallapitja, hogy a két szélsé gén (A-C) kozott észlelt rekombindcidk
gyakorisdga a masik két génpar (A-B és B-C) kozott észlelt rekombinaciok gyakori-
saganak az 6sszege. Ebbdl logikusan kovetkezik az, hogy a harom gént elvélaszté két
kromoszémaszakaszon (A-B és B-C) egyszerre megtorténd, ritka kettés rekombinaci-
6knak a valészintisége a két kromoszémaszakaszon (A-B és B-C) egymastodl fiiggetle-
nul észlelt rekombinaciék gyakorisdgdnak a szorzata. E két szabaly félhasznaldsaval,
amely lehet6vé tette a gének sorrendjének és egymdstél valé tavolsdganak megéllapi-
tasat a rekombindaciés gyakorisdg alapjin, Sturtevant lefektette a géntérképezés alap-
jait (Sturtevant 1913). Sturtevant azt is felfedezi, hogy a kromoszémdk egyes régi-
6iban két gén kozotti kiazma kialakuldsa interferdlhat a szomszédos gének kozott
torténé rekombindciéval. Ezért a rekombinaciés értékek 6sszegzésén és szorzatin
alapul6 torvényeket szitkséges volt kiegésziteni egy, az interferenciit is figyelembe
vev6 matematikai térképezési funkciéval. Ezt a térképezési funkcidt, ami a rekom-
binaciés gyakorisag értékét a vizsgilt események szdmat is tikrozd statisztikailag
ellendrizhetd értékké alakitja at, John Haldane (1892-1964) angol genetikus-mate-
matikus alkotja meg, aki a genetikai térképegységet Morgannak kereszteli. Haldane
tovabbi munkaiban (The Causes of Evolution, 1932) lefekteti a természetes és mes-
terséges szelekci6 matematikai elméletét. A Haldane térvényének nevezett evolucids
elmélet egyik fontos megallapitdsa az, hogy a néi X-kromoszomalis gének mutaciéi
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a csak egy X-kromoszémat 6roklé him utédokban domindnsan manifesztalédnak.
Ezért a szexkromoszémahoz kapcsolt gének evolucidja a nem nemi (autoszomalis)
kromoszémak génjeihez hasonlitva gyorsabb.

Mutécids elmélet és sugargenetika

Hermann Muller (1890-1967), aki 1912-ben Morgan doktoranduszaként kezdte pa-
lyafutasat, a himekben letalitast okozé spontan és rontgensugarzassal indukalt X-kro-
moszomdlis mutacidk gyakorisagat vizsgalta. 1919-ben Muller azonositott egy olyan
X-kromoszomadlis mutédciét, amely a gének kozotti rekombinaciét gitolta. Ennek
eredményeként X-kromoszémadin letédlis mutaciét és annak vad alléljét hordozé he-
terozigéta anya a vart 1:1 ardnynal magasabb szdmban produkalt életképes him uté-
dokat. Morgan Mullerrel dolgoz6 masik tanitvanya, Calvin Bridges (1889-1938) és
késébb Sturtevant citolégiai vizsgilatokkal kimutattdk, hogy Muller rekombinaciét
szuppresszalé mutaciéjat egy kromoszéma szegment inverzidja okozta. Az inverzié
az anyai X-kromoszémak homolég kromatidjainak meiotikus szeparalédasat gatolta,
azaz kromoszéma non-diszjunkciét okozott (Bridges 1916). Az 6sszekapcsolt biva-
lens X-kromoszéman az inverzié kozelében a rekombinécié ritka. Ezért keresztezés
utan a kapcsolt X-kromoszéman talalhatd letalitast okozé mutdcidk és azokat egyen-
silyoz6 domindns vad allélek egyutt 6roklédnek. Ennek kévetkezménye az, hogy a
kapcsolt X-kromoszémdk vad allélje kiegyenliti a recessziv mutécié okozta letalitast,
ami nem észlelhetd a him utédokban.

Morgan, Sturtevant, Muller és Bridges 1915-ben kiadott konyve (The Mechanism
of Mendelian Heredity), amelyben a mendeli 6r6klédés kromoszémakhoz kapcsolt
mechanizmusait ismertetik, 6ridsi hatdssal volt a modern genetika és biol6giai gon-
dolkodas tovébbi fejlédésére. E korszakalkoté munkat elismeré Nobel-dij atvételét
Morgan 1933-ban egy évvel elhalasztja Bridges 0j kisérleti eredményei miatt. Nettie
Stevens otletét felhasznalva Bridges a Drosophila-larvék nyalmirigyeiben endomité-
zissal keletkezé 6rids politén kromoszémékon észlelhetd savok vizsgalataval kideriti,
hogy azok jelenlétét és linearis elrendezédését killonb6z6 mutacidk kozvetleniil meg-
valtoztatjak (Bridges 1916). Ebbdl azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a savok egy
vagy néhany génnek felelnek meg, amit a késébbi kutatasok igazoltak. Igy a génekben
mutéciéval indukélt viltozasok a citogenetika eszkozeivel kovethetévé valtak.

1914-ben Julian Huxley (1887-1975), aki folfedezi, hogy az apai X-kromoszémak
egyes génjei inaktivdlédhatnak, vagy domindns aktivitdst mutathatnak a két X-kro-
moszémat hordozé néi utédokban, meghivia Mullert houstoni laboratériuméba.
Muller ott ligetszépefélék (Oenothera) mutagenezisével foglalkozik, és kideriti annak
okét, hogy de Vries miért észlelte azt, hogy az Oenothera fajok Mendel Hieraciumja-
hoz hasonléan nem mutatjdk a tulajdonsigok szegregicidjit az utédokban. Muller
folfedezi, hogy Drosophila-muténsidhoz hasonléan, reciprok transzlokaciék és inver-
zi6k eredményeként az Oenothera kromoszémak a meiézisban kort formalnak, mivel
rekombinacié csak a kromoszémavégeken torténik meg. Igy a kromoszémak egyiitt
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maradva kertiilnek at az utédokba, ahol a recessziv mutacidk hatdsa nem észlelhetd,
mert az Osszekapcsolt kromatiddk hordozzik az azoknak megfelel§ vad alléleket.
Roéntgen-besugarzdssal Muller képes a kérkromoszémdkban téréseket indukalni és
ezzel a recessziv jegyeket fuiggetlentl dtvinni az utédokba. Ez a mutacidk figgetlen
szegregaldsa és homozigéta recessziv utédok megjelenése miatt megdébbentd fenoti-
pikus varidciét eredményezett. Mivel az észlelt Gj fenotipusok hasonlésagot mutattak
azokkal a jegyekkel, amelyek alapjan az egyes Onethera fajokat kordbban megkiilon-
boztették, a Muller altal felfedezett mutaciés mechanizmus lehetséges magyarazattal
szolgalt 4j Oenothera fajok megjelenésére az evolicid soran. Mivel a faji specifikaciét
kielégité Gjjegyek megjelenése rontgenbesugarzdssal volt indukalhaté, Muller tovabbi
munkaiban intenziven tanulmdnyozta a sugdrzassal indukalt mutagenezis folyama-
tat. Pierre Curie (1859-1906) és Marie Sktodowska-Curie (1867-1934) radium-226,
polénium, térium és radioaktiv sugarzas killonb6z6 formdinak felfedezéséhez vezet6
uttéré munkassidga nyoman, Otto Hahn (1879-1968), a mesothorium I és maghasa-
dés késébbi folfedezdje, a berlin-dahlemi Vilmos Csédszér Intézetben 1912-14-t6l el-
inditotta a radioaktiv sugarzasok orvosi és bioldgiai alkalmazasanak vizsgalatat. Mul-
ler 1926-ra bebizonyitotta, hogy a rontgensugarzas dézisaval aranyosan emelkedik az
indukalt letdlis mutdcidk szama. Ez az észlelés mar 1946-os Nobel-dija el6tt vildghi-
ressé tette nevét. 1932-ben Muller Berlinbe koltozik, hogy ott a Vilmos Csaszar Inté-
zet Kisérleti Genetika részlegét vezetd fiatal Nyikolaj Vlagyimirovics Tyimofejev-Re-
szovszkijjal (1900-1981) folytassa radidciés mutagenezis tanulmanyait.

Muller példdjat kovetve, Tyimofejev-Reszovszkij munkatdrsaival, Karl Zimmer-
rel (1911-1988) és Max Delbriickkel (1906-1981) 1935-ben kozli az ionizal6 sugar-
zasok mutdcids és kromoszéma/gén struktirit megvéltoztaté hatdsait 6sszefoglald
korszakalkoté konyviiket (Timofeeff-Ressovky et al. 1935). Tyimofejev-Reszovszkij
laboratériumat nemcsak Muller, de sok ismert fizikus (pl. Niels Bohr és Erwin Schro-
dinger) és genetikus is meglatogatta. Ezek k6z6tt talaljuk pl. Haldane-t és baratjat, Cy-
ril Darlingtont (1903-1981) a londoni John Innes Kertészeti Intézetbdl. Darlington
igazolta a Morgan altal foltételezett 6sszefuggést a citolégiailag észlelhet6 kiazma és
rekombindcié k6zott 1932-es Recent Advances in Cytology cimd munkéjaban. Tyimo-
fejev-Reszovszkijjal dolgozik révidebb-hosszabb ideig Morgan késébbi kollégai kozil
Boris Ephrussi (1901-1979), a sejtorganellumok és sejtmag kézotti genetikai kommu-
nikaci6 késébbi folfedezéje (Ephrussi 1953); Theodosius Dobzhansky (1900-1975),
aki 1937-es konyvében (Genetics and the Origin of Species) az evoluciét egy allél a gén-
készletben mutatott gyakorisigidnak valtozasaval definidlta, és a magyar Gydérify
Barna (1911-1970), aki a mendeli 6r6klés morgani kromoszémaelméletén és mull-
eri médszerekkel indukalt mutacidk vizsgilatin alapuld genetikai kutatasok hazai
megalapitéja. A sztalinizmus korszakdban Morgan, Muller és Tyimofejev-Reszovsz-
kai befolyésa alatt 4ll6 orszagokban Trofim Gyenyiszovics Liszenko (1898-1976) la-
marckista elméletét tanitottak és érvényesittették tiizzel-vassal. Liszenko hamisitott
kisérleti eredményekkel prébalta bizonyitani azt a lamarcki tézist, hogy az egyedek
életiik soran szerzett tulajdonsagai, mint pl. a természeti koriilményekhez valé adap-
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tacios képesség, kozvetleniil 6r6klédik az utédokban. Az atomfizikusokkal a II. vilag-
haboru elétt szoros kapcsolatban all6, ,imperialista darwini-morgani-mullerista” ta-
nokat vallé Tyimofejev-Reszovszkij és Zimmer viszont a szovjet atombombaprogram
(saraska) szolgdlatdban, a Gulagban folytathattak tovabbi sugargenetikai kutatémun-
kéjukat 1955-ig. Tyimofejev-Reszovszkijt haldlaig nem rehabilitaltak. GySrffy Barnat
is csak két évtizeddel elhunyta utan itélték mélténak arra, hogy a Magyar Tudoma-
nyos Akadémia posztumusz levelezé tagja lehessen.

A Gulag-évek brilidns terméke Tyimofejev-Reszovszkij és Zimmer biolégiai taldlat-
elméletet ismertetd, azonnal betiltott kényve (Timofeev-Ressovskij és Zimmer 1947),
amely tobbek kozott azt a logikus felismerést kozli, hogy minél kisebb sejtmagtérfo-
gat hordozza a kromoszomalis géneket, annal nagyobb a besugdrzassal nyert talala-
tok, génmutdciék szama. Strasburger mar 1893-ban beszamol arrél, hogy a novényi
hajtascstcs osztédd merisztéma sejtjeiben a sejt és magmeéret ardnya stabil és fajra
jellemz6 (Strasburger 1893), amig Boveri szerint a magméret a magban térolt kro-
matin mennyiségétdl fugg (Boveri 1905). Strasburger hallgatéja, Friedrich Laibach
(1885-1967) doktori munkdjaban (Zur Frage nach der Individualitit der Chromosomen
im Pflanzenreich, 1907) szdmos névényfaj magmeéretét és kromoszémaszamat vizs-
galta. Azt taldlta, hogy a magyarul ludfinek nevezett Arabidopsis thaliana rendelkezik
az egyik legkisebb magmeérettel és kromoszémaszdmmal (2n=10) a névényvildgban.
Laibach 1943-ban hivja f6l a Drosophildhoz hasonlé névényi modellt keresé genetiku-
sok figyelmét az Arabidopsisszal folytatott kutatdsok elényeire (kevés kromoszéma,
kis méret, nagy utédszam és révid generacios id6) (Laibach 1943). Kézleményét fel-
tehetSen Tyimofejev-Reszovszkij és Gydrffy is olvasta. Tyimofejev-Reszovszkij a Li-
szenko-éra 1964-es megsziinte utdn a szibériai Obninskban kapott radiobiol6giai
és genetikai laboratériumdban elkezdett Arabidopsisszal dolgozni. Gyérffy pedig
1955-ben kér Arabidopsis magot Laibachtél az 1956-ban Missouri Columbiaba kivan-
dorlé munkatarsa, Rédei P. Gyorgy (1921-2008) szamara, akinek kozel 30 éves uttord
munkdassidga dontéen hozzdjarult ahhoz, hogy az Arabidopsis 1985-86-ban végre be-
keriilt a genetikai modellek panteonjéba.

Kromoszématorés, Gjraegyesilés és a kontrollalé elemek

Morgan 6ta a genetikai vizsgélatok alapeszkézévé valé kromoszomadlis rekombina-
ci6 folyamatanak alapvet6 megértése Barbara McClintocknak (1902-1992) (11. dbra)
koszonhets. McClintock, Marcus Morton Rhoades (1903-1991) csoportjdban az
ithacai Cornell egyetemen kezdte tanulmanyozni a kromoszémak mitotikus és meio-
tikus parosodasit kukoriciban George Beadle-lel (1903-1989) és Harriet Creighton-
nal (1909-2004) egyiitt. Rhoades folfedezi, hogy kukoricdban 0,5-5% gyakorisdggal
spontan triploid vonalak jelennek meg, amelyek az anyai meidzis hibaja miatt létre-
jott diploid (2n) petesejt haploid (1n) pollennel val6 megtermékenyitésébdl szarmaz-
nak. A triploidok meiézisa sordn torténé kromoszémaparosodast McClintock egy al-
tala kifejlesztett és ma is hasznalt acetokdrmin festéssel vizsgalja. Megallapitja, hogy
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11. abra. Barbara McClintock (1902-1992) 1947-ben

hirom homolég kromoszéma gyakori trivalens parosoddsa mellett a meiézis elsé fa-
zisdban kiilénb6z6 2n+x kromoszémaszamu aneuploid és diploid mikrospéra is kelet-
kezik. Ezért a triploid anya diploid pollennel valé keresztezésébdl ritkan visszanyer-
het6 fertilis diploid utéd is (McClintock 1929). Ez az észlelés jelentds visszhangra
taldlt a nemesiték korében. Ugyanis ismert volt, hogy triploidok eléallithaték diploid
és tetraploid partnerek keresztezésébdl is, de nagyfoku sterilitdsuk miatt nem tlintek
alkalmasnak arra, hogy a kombinalt sziiléi jegyeket a triploidot diploid sztlével visz-
szakeresztezve stabilizdlhassak. McClintock eredményei azonban azt mutattdk, hogy
a triploidok keletkezése nem gétja, hanem hasznos eszk6ze a névényi hibridek elé-
allitasanak.

Az 4j festési eljarassal McClintock és Creighton folfedezi, hogy egyes kukorica vo-
nalakban a 9. kromoszéma egyik végén hordoz egy biityokszer( strukturat. A butykos
9. és a 8. kromoszéma kozott gyakori torést és Gjraegyesiilést, azaz reciprok transz-
lokaciét észlelnek, ami kicseréli a 9. kromoszéma rovid karjat a 8. kromoszéma hosz-
szu karjara és forditva. Ezek utdn az Gj biityokkel jelolt és meghosszabbitott 9. kro-
moszémat keresztezéssel normalis hosszasigu, butysk nélkiili 9-es kromoszémaval
parositjak. Ez lehet6vé tette, hogy a transzlokicids téréspont £6lott torténd rekom-
bindcidkat észleljék. A biitykos hosszu és biityoktelen révid kromoszémak kozotti ki-
cserélédés biityoktelen hosszu, illetve biitykos révid rekombindns kromoszémakat
eredményezett, és ezzel a kromoszomalis rekombindacié (crossing over) folyamata
kovethetévé valt (Creighton és McClintock 1931). Tovabbi munkaiban McClintock
definidlja a testvér kromatiddkat 6sszekapcsol6 centromér szerepét a kromoszémak
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és kromatiddk meiotikus elvilasaban. Tovabba kimutatja, hogy a kukorica 6. kromo-
szémaja szitkséges a sejtmagon belil megkilénboztetheté nukledlusz kialakulasa-
hoz. 1931-32-t6l egyiitt dolgozik Lewis John Stadlerrel (1896-1954), aki a Missouri-
Columbia Egyetemen tanulmanyozza a réntgen-, radioaktiv, ionizdl6 és ultraviola
sugarzasok mutdcids hatasait kukoricdban és arpaban. Ennek soran McClintock ész-
leli, hogy a besugarzasok eredményeként a kromoszémak végei letérhetnek, és kor-
kromoszémék képzsdhetnek, ami jelzi a kromoszémavégek, telomérek fontossagat a
kromoszémdk stabilizalasaban. A besugéarzassal kezelt fejl6d6 magok tapszéveteiben
a mitdzis sordn kromoszématorés és Gjraegyesiilés eredményeként megjelend szinva-
riegaci6 alapjan McClintock els6ként definialja a szomatikus mutacié fogalmat. Mi-
vel kimagaslé eredményei ellenére sem kapott allandé alldst Missouri-Columbidban,
igy volt professzora, Rhoades 1j, cold spring harbori intézetébe koltozik. Itt folytatja
a kukorica mag tapszoveteiben, endospermiumdaban észlelhetd, spontdn megjelené
mozaikos szinvaridciék genetikai vizsgélatat.

Fent emlitett vizsgélatai soran McClintock észleli, hogy a 9. kromoszéma gya-
kori toréséért és ujraegyesuléséért felelds, disszocidtornak (Ds) nevezett régidja
kornyékén, a transzlokaciéval egy id6ben szdmos magszint befolyasolé génben is
keletkezik mutacié. Azt is folfedezi, hogy egyes kukorica vonalakban a Ds okozta
kromoszématérések és mutaciok gyakorisiga sokszorosra megemelkedik. Ennek
eredményeként, McClintock azonositani és térképezni tudta az aktivator (Ac) ele-
met, amelynek jelenléte megemelte a kromoszdématorések és transzlokaciék gyako-
risdgat a Ds-nek megfelel kromoszomalis poziciéban. Meglepetésére, a kontrollals
Ac elem jelenlétében a Ds mas génekhez viszonyitott (kapcsolt) poziciéja megval-
tozott és azzal egy id6ben az Ac eredeti kromoszomadlis helyzete is. Ezzel parhuza-
mosan McClintock azt tapasztalta, hogy az Ac és Ds 4j kromoszomalis pozicidinak
megfeleléen, majd azok kozelében j mutacidk keletkeztek. Ez arra utalt, hogy a
kromoszémakon és ritkdbban azok kézott az Ac és Ds elemek mozognak, kivagéd-
hatnak, és 4j régiokba épulhetnek az ott elhelyezkedé gének aktivitdsat médositva.
Ezért az Ac és Ds elemeket McClintock 1950-ben megjelent kézleményében ,kont-
rollalé elemeknek” nevezte (McClintock 1950), tébb mint egy évtizeddel megel6zve
a hasonl6, mozgésra képes transzpozonok és inszerciés elemek folfedezését bakté-
riumokban. Harom évvel késébb azt is bizonyitotta, hogy az Ac és Ds transzpozicié-
javal indukdlt génmutacidk revertilhatdk, azaz az Sket hordozé gének funkcidja
helyreallithat6, ha belsliik ezek az elemek kivagédnak (McClintock 1953). Rhoades
masik munkatdrsa, Peter A. Peterson iowai kukorica genetikus talalt két masik ku-
korica kromoszomalis 16kuszt, amelyek kozil az egyik a masik aktivitasat szaba-
lyozta. Peterson a klorofill bioszintézist gatlé mutdciét okozé faktort inhibitornak
(I), amig a masik faktort, ami a z6ld szint helyreéllitotta enhancernek (En) nevezte
el. Parhuzamosan, McClintock az En elemet szuppresszor mutitorként (Spn) azono-
sitotta, mivel jelenlétében a kukoricamagok vorés szine elveszett. Az En/Spm mu-
tator vizsgélatai alapjan igy nyilvanval6va vélt, hogy a kontrollalé elemek kromo-
szomalis beépiilése és kivagédasa mas gének aktivitdsit mind pozitiv, mind negativ
moédon befolyasolhatja (Peterson 2013).
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Az 6roklédési és evolicids tanok matematikai szintézise
és a modern genetikai médszerek gyakorlati alkalmazasai

A 20. szézad 30-as éveire megtorténik a mendeli 6r6klédés, darwini evolucids tanok,
kromoszéma, gén és mutaciés elméletek szintézise. A genetika torvényeinek matema-
tikai alapjait, a kisérletek tervezésének logikdjat és eredményeinek statisztikai kiérté-
kelését biztosit6 elméleti hattér megteremtése dontéen Ronald Fisher (1890-1962)
és munkatdrsai, Frank Yates (1902-1994) és Kenneth Mather (1911-1990) angol ma-
tematikusok munkdssaganak készonhet§. Fisher a biolégia minden teriiletén alkal-
mazhat6 statisztikai médszerei (Fisher 1925), Mather mutaciés gyakorisag, kapcsolt-
sig és géntérképezés valdszinliség-szamitasi alapelveit ismerteté munkai (Mather
1938), valamint Fisher és Yates biolégiai, mez6gazdasdgi és orvostudomanyi statisz-
tikai tablizatai (Fisher és Yates 1943) a genetikai kutatdsok alapeszkézeivé valnak.
Fisher 1930-ban kézli korszakalkoté munkajat, a természetes szelekcié matematikai
elméletét (Fisher 1930), amely 6sszekapcsolja Mendel térvényeit a darwini természe-
tes szelekci6 matematikai modelljével. Dobzhansky 1937-es Fajok eredete és genetikdja
cimid konyvében Fisher matematikai munkdjat értelmezi szamtalan példaval. Ernst
Walter Mayr (1904-2005) német szarmazasu biol6gus a darwini faj fogalmat az egye-
dek szaporodasra képes populacidjaként definidlta, amelyeket a keresztmegterméke-
nyit6 képesség hidnya izolalt mas populacioktdl (Mayr 1942). A modern evolucids el-
mélet szintéziséhez nagyban hozzajirult a McClintock példaja dltal inspirdlt amerikai
citogenetikus George Ledyard Stebbins (1906-2000), aki 1935-t6l a kaliforniai Ber-
keley egyetemen Ernest Babcockkal (1877-1954) a z6rgéfivek (Crepis) nemzetségébe
tartozé 196 faj evolucidjat tanulmanyozta.

Stebbins folfedezte, hogy a természetben gyakran spontan keresztez6dé Crepis
nemzetség sok fajdban a diploid kromoszémaszam megduplazédott vagy megnégy-
szerez6dott. A tobbszoros, poliploid kromoszémaszamu fajokban gyakori a meg-
termékenyités nékiili apomixis. Eszleléseire alapozva Stebbins bevezeti a poliploid
komplex elméletet (Babcock és Stebbins 1938), amely szerint a névénypopulaciékban
egyes fajok diploid és tetraploid formai egy idében el6fordulhatnak, és spontan ke-
resztez6dhetnek mas fajokkal allotetraploid, vagy azonos fajon beliil autotetraploid,
illetve triploid utédokat létrehozva. Stebbins és Babcock megallapitjak, hogy a zarva-
termdk természetes populaciéiban a fajok kozotti keresztezéssel létrejott alloploid
fajok domindlnak az autotetraploidokkal szemben. Ez azt jelzi, hogy két sziilé tulaj-
donsédgainak kombinaciéjit hordozé hibridek jobban tudnak adaptélédni a valtozé
szelektiv korilményekhez. A keresztbeporzas (vagy kikeresztezédés) nyilvanvaléan
elényodsebb az énmegporzas vagy apomixis szaporodasformékkal szemben, amely
a kevert szil6i allélek felezédéséhez, illetve az anyai allélek kizarolagos 6roklodésé-
hez vezet minden tovabbi generaciéban. Ugyanakkor, McClintock triploidokkal nyert
eredményeit igazolva Stebbins kimutatja, hogy amig az egyes diploid fajok kozotti
keresztezés lehetetlen, tetraploidok diploid, illetve tetraploid partnerekkel kénnyen
hibridizalhat6k. A fiifélék (Poaceae) evoluciéjanak tanulményozasa soran Blakeslee
(1874-1954) amerikai botanikus kézleményére alapozva (Blakeslee és Avery 1937)
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Stebbins kolchicint, egy mikrotubulus-polimeriziciét és kromoszémaszegregacit
gatlé szert hasznal diploid Ehrharta erecta (mohar) tetraploid valtozatanak el6allita-
sara. Tovabba diploid és tetraploidok keresztezésével nyert steril triploidok kolchi-
cin-kezelése sordn azt tapasztalja, hogy a triploid kromoszémaszam megduplazasa
hexaploidda lehet6vé teszi a magképzést. Ugyanakkor szamos példat talal arra, hogy
a meidzis teljes elmaradasaval vagy az elsé, illetve mdsodik meiotikus osztéd4s hi-
béival keletkezé diploid gamétdkkal létrehozott hibridek egyes fajok esetében a dip-
loid &sokkel nem keresztezhet8k, azaz 6n-inkompatibilisek és sterilek. Ezért csak
keresztbeporzassal (kikeresztezéssel) szaporodnak, szemben mdas énmegporzisra
képes hibridekkel. Stebbins eredményei megkérdéjelezték a faj fogalom definiciéjat,
amely Darwin és Mayr szerint az életképes utéddokat létrehozé egyedek populécié-
jat jeloli. Stebbins észlelései azt mutattak, hogy a poliploidizacié minimalisra csék-
kenti a diploidok és tetraploidok keresztezésébdl szarmazé utédok szamat. Ugyanak-
kor a poliploidizacié biztositja nagyszamu utdd létrejottét a tetraploidizalt valtozatok
6n- vagy keresztmegporzasaval, ami a tetraploidok szexualis izol4ciéjat eredményezi.
Ezért Stebbins a poliploidizaciét az 4] fajok kialakuldsdhoz vezet6 evoluciés folyamat,
a specifikacié legfontosabb faktoraként definidlja.

Stebbins szamos példaval illusztrélja, hogy a fajon beluli vagy fajok kozotti ke-
resztezésekkel nyert hibridek novekedése és termésitlaga meghaladja a két sziiléét.
Ezt a jelenséget George Harrison Shull (1874-1954) cold spring harbori genetikus
kukoricanemesitési eredményei alapjan hibrid vigornak vagy heterézisnak nevezi.
Stebbins citogenetikai vizsgalatok sokasdgival dokumentalja azt, hogy a homolég
kromoszémdk kozotti rekombinécié gyakorisdga fontos szerepet jatszik a hibridek
stabilizalédasaban. Mivel a sztil6k kromoszémain 6rokl6dé gének elrendezédése a fa-
jok kozott a természetben gyakran észlelt spontan vagy indukalt inverzidk, transzlo-
kaciok és delécidk miatt valtozhat, a keresztezéssel nyert diploid, triploid vagy auto-
tetraploid hibridek kromoszémai sokfajta dtrendezédést, karosodast szenvedhetnek
a meiotikus rekombindcié soran. Ezzel szemben az allotetraploid hibridek sziil6i kro-
moszomai egymdstdl fuggetlenil parosodnak a meidzisban, és stabil 6roklédést mu-
tatnak az utédokban. A szil6i gének kolcsonhatasai miatt azonban az allotetraploid
hibridekben manifesztdl6dé hibrid vigort okozé elényos tulajdonsagok fokozatosan
eltiinhetnek utdédjaikban. A heterdzis sordn manifesztalédé jegyek instabil 6rokls-
dése alapjan vildgossa valt, hogy a hibridekben az egyik szil6b6l szarmazé gének be-
folyasolhatjidk a masik szil6bdl szdrmazo gének aktivitdsat. Stebbins keresztezései-
ben észlelte, hogy a sziil6i gének kozotti kolcsénhatas fugg a hibridekben kombinalt
sziil6i kromoszémak szadmatol, dézisatél. Nevezetesen, azt tapasztalta, hogy mig egy
tetraploid anya megtermékenyithet6 volt egy masik diploid faj pollenjével, addig a
forditott kombindciéban egy ugyanazon fajbdl szarmazé diploid anyanévény meg-
porzasa a masik faj tetraploid véltozatanak pollenjével csak abortalt embridkat ered-
ményezett. A két keresztezés kizarolag abban kulénbozott, hogy az anyai (A) és apai
(a) kromosz6émak dozisa eltérd volt az embridzsak megtermékenyitett kézponti sejt-
jébdl kifejlods triploid (3n) tapszoévetben (endospermiumban): az elsé esetben (AAa),
amig a masodik esetben (Aaa). Azaz az apai kromoszémaszdm megemelése a triploid
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endospermium sejtekben (hasonldan a triploid zigétdkhoz) a tapszovet elhaldsat és
az embridk abortaldsat okozta.

Az apai géndozistol fuggs inkompatibilitds kivédésében segitettek a Roux nyoman
megindul6 szerv- és szévettenyésztési technikak, illetve Julius Sachs uttéré névény-
fiziol6giai kutatdsai. 1904-ben Emil Hannig (1872-1955) strasbourgi botanikus be-
szamol arrdl, hogy a keresztesvirdgi novények éretlen magjaibdl kivagott embridk
képesek steril, aminosavakat és vitaminokat tartalmazé tapoldatban névénnyé re-
generalédni (Hannig 1904). 1927-ben Frits Warmolt Went (1903-1990) az utrechti
egyetemen irt doktori dolgozatdban ismerteti az auxin (indolecetsav) névényi szer-
vek megnyuldsat és gravitropikus valaszait szabalyozé hormonalis hatasait, egy id6-
ben Nyikolaj Grigorjevics Holodnij (1882-1953) kijevi mikrobiolégussal. Az auxin
kékusztej jelenlétében észlelt sejtosztédast indukaléd hatdsait Laibach 1925-ben fel-
hasznaélja arra, hogy a Linum perenne és Linum austriacum lenfajok kozotti kereszte-
zés utan elhal6 embriékat megmentse és életképes hibridekké regenerdlja (Laibach
1925). 1935-ben Eiichi Kurosawa és Teijiro Yabuta japan kutaték azonositjak a Gib-
berella fujikuroi gomba virdgzast és virdgfejlédést indukalé faktorat, a névényi gib-
berellin hormont, amellyel egyes késén vagy sohasem virdgzoé hibridek virdgzdsa és
magképzése indukalhatéva valik. 1954-ben Folke Karl Skoog (1908-2001) és munka-
tarsa, Carlos Miller (1923-2012) folfedezi a kokusztej sejtosztodasért felels fakto-
rat, a citokinin hormont, majd mésik munkatarsaval Toshio Murashigével kidolgozza
a novényi szévettenyésztéshez széles korben elterjedt Murashige-Skoog taptalajt
(12. 4bra). Bar haploid névényeket mar 1922-ben azonositottak Datura triploidok
ritka utédai kozott (Blakelsee et al. 1922), a szovettenyésztési technikak lehet6vé tet-
ték haploidok reprodukélhaté eléallitisat portok szovettenyészetekbdl. A tetraploid
hibridekbél igy visszanyerhetévé véltak a sziil6k rekombinaciéval médositott diploid
(dihaploid) kromoszémai, amelyeket {6l lehetett hasznédlni mds diploid partnerek-
kel val6 keresztezésekben. Ma is ezt a mddszert alkalmazzdk a tetraploid burgonya
nemesitésében. Ugyanakkor, a kolchicin-kezelés lehet6vé tette a haploid és diploid
mikrospérasejtek kromoszémaszaméanak duplikaciéjat. Ezzel a haplodiploidizécié-
nak nevezett mddszerrel homozigéta diploid vagy tetraploid embrié el6éllitasa is le-
hetségessé valt. Az embridmentés, dihaploidizacié és haplodiploidizacié az 1890-es
évektdl folyamatosan fejl6dé névénynemesités alapeszkozeivé véltak. Tovabbi elére-
lépésként, 1933-ban Rhoades folfedezi a citoplazmds himsterilitdst okozé mutacié-
kat kukoricdban, amelyekkel az 6nmegporzis gatolhatd. Ezaltal a hibrid vetémagok
eléallitdsa egyszeriibbé és gyorsabba valik. A citoplazmads himsterilitds okainak ké-
s6bbi tanulmdnyozisa folderiti, hogy a kromoszomalis gének mutécidja 6roklédéen
befolyasolhatja a mitokondriumok funkcidjat. Ezéltal nyilvanvaléva valik, hogy a klo-
roplasztiszok mellett a mitokondriumok is hordoznak tulajdonsigok 6roklédéséért
felel8s géneket.

1950-ben megjelent konyvében (Variation and Evolution in Plants), amely a 20. sz4-
zadi nemesiték egyik legfontosabb olvasmanyava valt, Stebbins széles kori citoge-
netikai vizsgalatokkal igazolja a fajok kozotti hibridizacié és poliploidizacié szerepét
a novényfajok létrejottében (specifikaciéjaban) és evoluciéjdban. A kromoszéma-
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szam-vizsgalatok a névénynemzetségek kialakuldsanak torténetérdl is fontos infor-
maciot szolgaltattak. Woo Jang-choon (1898-1959) hanyatott sorsu japan-koreai ge-
netikus, akinek publikaciékban szerepl$ csaladneve japanul U Nagaharu, 1935-ben
kozli a kaposztafélék nemzetségébe tartozé fajok evolucidjanak citogenetikai vizsga-
latat. Az U-haromszog néven ismertté vilt munkajaban (Nagaharu 1935) megilla-
pitja, hogy a kdposztafélék nemzetsége harom 6si kromoszémakészlet kombinaciéja-
bdl keletkezett. Ezek a vad tarlorépabdl (Brassica rapa AA, 2n=20), fekete mustarbél
(B. nigra BB, 2n=16) és vadkaposztabdl (B. oleracea CC, 2n=18, mutans véltozatai a
brokkoli, karfiol, karaldbé, fejes, voros és kelkdposzta, kelbimbé stb.) szarmaztak.
Ezek allotetraploid (amphidiploid) hibridjei a tarlérépa és fekete mustar keresztezé-
sébél szarmazo sarga mustér (B. juncea AABB, 4n=36), a tarlérépa és vadkaposzta kro-
moszoémadkat hordozé repce (B. napus AACC, 4n=38), és a fekete mustar és vadka-
poszta hibridizaci6jabdl keletkezett etiép mustar (B. carinata BBCC, 4n=34). A buza
Gstorténetének hasonlé vizsgélatai kideritették (Hancock 2004), hogy egyik 6se a
vad ténke buzaval (T. dicoccoides) rokon egyszemi buza vagy alakor (Triticum mono-
coccum AA, 2n=14). A tetraploid kétsoros téonke vagy durumbizafélék (T. dicoccum
AABB, 4n=28) az egyszem buzabdl nyert 6rmény baza (T. uratu AA, 2n=14) és a
kecskebuzafélék Aegilops searsii vagy Ae. speltoides (BB, 2n=14) 6seinek hibridizacié-
javal jottek létre. A ma termesztett hexaploid tonkély- vagy kenyérbuza (T. aestivum
AABBDD, 6n=42) i. e. 6500 koril feltehet6en aktiv keresztezés eredményeként jelent
meg, amelynek sordn valdszind a hidegtiiré diploid Ae. tauschii kecskebtiza pollenjé-
vel termékenyitették meg a tetraploid T. dicoccum-ot, majd a létrejott triploid (ABD)
spontan diploidizalédott (AABBDD) hexaploidda.

Az 1930-as évektdl a termésatlag, szarazsag-, s6- és hidegtirés, valamint gomba-
rezisztencia javitdsa érdekében megkezd6dott a buza, rozs (Secale cereale), drpa (Hor-
deumvulgare) és zab (Avena sativa) szisztematikus keresztezése egymadssal, illetve jobb
stressztlirést mutaté vad rokonaikkal. A citogenetika, indukalt mutagenezis és kromo-
szémarekombindcié technikait felhasznalé névénynemesités kimagaslé eredményeit
illusztrdlja a Missouri-Columbia Egyete-
men Stadlerrel és McClintockkal, majd Ré-
deivel egyiitt dolgozé Ernest Robert Sears
(1910-1991) munkassidga (Rédei 1992).
Sears folfedezte, hogy a hexaploid buza és
rozs hibridizélds eredményeként létreho-
zott Triticale (vagy Triticosecale; 13. &bra)
nagyfoki meiotikus instabilitist mutat,
ami aneuploididt okoz6é kromoszéma-
vesztéshez és sterilitishoz vezet. Bar rozs
anyai hattérben (citoplazméban) a hibri-
dek stabilitdsa jobb volt, Sears prébélt mas
hatdsosabb médszert bevezetni idegen tu-
lajdonséagok atvitelére a hibridekbe. Ennek 13, sbra. Triticale-mez6 részlete (fot6: Markus
soran folhasznalta Stadler korabbi ered- Hagenlocher)
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ményeit, amelyek azt mutattdk, hogy a rontgen- vagy radioaktiv besugarzassal indu-
kalt kromoszématoérések eredményeként a hibridizalé partner egyes kromoszéma-
szegmentjei fuzionalhatnak buza kromoszémakkal. Igy a teljes kromoszémakészlet
helyett csak egy, a kivant tulajdonsdgokat hordozé idegen kromoszémaszakasz gene-
tikailag atépithet6 a biza genomba. Az igy keletkezett transzlokdcids, részleges hib-
ridek szelekcidjdra Sears és kivalo citogenetikus felesége, Lotti Sears, létrehozott egy
aneuploid sort, amelynek tagjaiban egy-egy buza kromoszéma hidnyzott, amelyet
a transzlokaciét hordozé kromoszémaval lehetett pétolni. Tovabba azonositott egy
olyan mutdciét, amely lehet6vé tette a fajok kozotti allotetraploidok sztléi kromo-
szémainak parosodasat és ezzel fertilis hibridek el6allitisat. Végil haploid embridk
elallitasara a hibridekbél 6 is alkalmazta a tévoli vad fajokkal val6 megporzas techni-
kajat. Ezzel a médszerrel a Triticale hibridek néi ivarszervére keruls pollen csirdzasat
gatlé (Krl és Kr2 gének altal meghatarozott) inkompatibilitdsi mechanizmust lehet
kicselezni. A buzat megtermékenyité idegen fajok (pl. kukorica vagy Imperata cylind-
rica vad fifajta) pollenje ugyanis kicsirazik, és lené a petesejtig. Bar azt megterméke-
nyiteni nem tudja, de auxin vagy kolchicin jelenlétében indukalja annak endomitézi-
sat, amely duplikalt kromoszémaszamu életképes embridk fejlédését teszi lehetdvé.
Az igy nyert homozigéta névényben a transzlokalt idegen kromoszémaszakaszokat
hordozé duplikalt buza kromoszémak tokéletesen tudnak parosodni, és ezért stabili-
zalhatdk. A mas fajokbdl a searsi technikaval 4tvitt kromoszémaszegmentek beépi-
lésének észlelését csak azok mérete és a citogenetika mikroszképos médszereinek ér-
zékenysége korlatozza.

A ,zold forradalom”

Az ellendll6 képesség javitdsa és a mitradgyaigény, permetezési koltségek és beta-
karitasi veszteségek csokkentése érdekében Norman Ernest Borlaug (1914-2009)
(14. abra) amerikai genetikus felhasznélta az 1935-ben Japanban eléallitott Norin 10
buzavaridnst, amely két gibberellin szintézisben hibat okozé mutacié (rhtl és rht2)
miatt térpe novekedést mutatott. E két gén atvitele utdn tobb szazezer keresztezés-
sel eléallitott szamos fokozott ellenall6 és terméképességet mutatéd buzafajtat, ame-
lyek hasznalata a fejl6dé orszagokban a termésatlagok kozel 60%-os névekedéséhez,
a ,,z6ld forradalomhoz” vezetett az 1960-as években (Rajaram 2011).

A neolitikumtél exponencialisan emelked6 népességnévekedés napjainkban mar
jelentésen meghaladja az élelmiszer-termelés globdlis kapacitasat. 1927 és 2011 ko-
zott az emberiség mérete 2 millidrdrél 7 millidrdra nétt. 2011-ben és 2013-ban a no-
vekedés mértéke 78 és 75 millié volt, ami alapjdn varhatd, hogy 2025-ben 7, majd
2043-ban 9 millidrdra emelkedik a Fold lakosainak szama. 2500 kcal/nap/ember étla-
gos élelmiszer-fogyasztast alapul véve, 2011-12-ben a Fold lakossdganak 1/8-a, 870
millié ember volt alultiplalt. Bar az elmult 50 évben a globélis mezégazdasagi terme-
lés dtlagosan 2-4%-kal novekedett évente és ezen belil a névénytermelés 3-szorosara,
el6relathatéan a 2005-2007-es szinthez viszonyitva tovabbi 60% emelkedés sziiksé-
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14. abra. Norman Borlaug (1914-2009) buzavonalakat vizsgal a mexikéi
Rockefeller Mezégazdasagi Intézetben 1970-ben, miutdn megkapta a Béke Nobel-dijat

ges 2050-ig az emberiség élelmiszer-ellitasanak biztositasara (World food and agri-
culture. FAO Statistical Year Book 2013. Food and Agricultural Organization of the
United Nations, Rome).

Borlaug fogalmazza meg el8szor, hogy a torténetileg termesztett névények geneti-
kai médositasa nélkil lehetetlen a vildg exponenciélisan névekvé élelmiszer-ellatasat
biztositani (Borlaug 2007).

A klasszikus nemesités alapvetd problémaja, hogy az idegen kromoszémak szama-
tol, illetve kromoszémaszegmentek méretétdl fiiggéen nemcsak a kivant tulajdonsa-
got meghatdroz6 gént vagy géneket, hanem szdmtalan mas ismeretlen gént is beépit
a hibridekbe. Az utdébbiak esetleges negativ hatésai az 4ltaluk meghatarozott tulaj-
donsagok ismeretének hidnyaban csak a hibrid késébbi termesztése soran jelentkez-
nek. A 20. szazad végén egy Gj novényhibrid eléallitidsa dtlagosan 15 évet igényelt, és
azéta egy Uj, termesztett névényfajta el6allitdsira szdnhaté id6 egyre kevesebb lett
a népesség emelkedésével lépést tartd termésatlagok biztositasara. Ezért egyre nyil-
vanvaldbb, hogy a termesztett névények tulajdonsagainak tovabbi javitasara hataso-
sabb és pontosabb nemesitési médszerek alkalmazdsdra lenne szitkség. A kovetkezd
fejezetben az ilyen 4j médszereket biztosité molekuldris biolégia fejlédését kovet-
jitk nyomon, és ésszefoglaljuk a génfunkciék megismerését és szabalyozasat biztositd
ismeretek torténeti kialakulasat az 1970-es évek végéig.
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2. A molekularis bioldgia torténete a transzformaciétol
a genetikai mérnokségig

Osszefoglalas

A fejezet a kémia és biokémia megsziiletésétdl indulva ismerteti a géneket hordozé genetikai anyag,
a DNS (dezoxiribonukleinsav) kettésspirdl-modelljének megalkotasaig vezets felfedezések torténetét.
A DNS-ben térolt genetikai kéd RNS-sé atirodasanak és a kod fehérjék aminosavsorrendjét meghata-
roz6 leforditasi mechanizmusainak ismertetése utan betekintést nyerhetiink a gének szerkezetébe és a
DNS-szekvencia meghatirozasanak mddszereibe. Végiil megtudhatjuk, hogy mik azok a plazmidok és a
fagok, valamint megismerhetjiik, hogyan lehet a géneket izolalni, feldusitani és kifejeztetni a természe-

tes génatviteli folyamatokat felhaszndl6 rekombinans DNS-technolégia segitségével.

Summary

Starting from the birth of chemistry and biochemistry, the chapter follows the history of discoveries
from the identification of DNA (deoxyribonucleic acid) as a carrier of genetic information until the
construction of the DNA double helix model. After introducing the mechanisms, which transcribe the
blue-print of DNA genetic code to RNA, and then determine the amino acid order of proteins by the pro-
cess of translation, we gain an insight into the organization of gene’s regulatory elements, as well as into
methods aiding the determination of DNA nucleotide sequence. Finally, the chapter provides an intro-
duction into molecular biology of phages and plasmids, and helps understanding how genes can be iso-

lated, amplified, cloned and expressed using the recombinant DNA technology.
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A muilt letiint, de a jové ma sziiletik.
(Kinai kézmondds)

A molekuldris biol6gia szerves kémiai és biokémiai alapjai

Mialatt  Jean-Baptiste de Lamarck
(1744-1829) francia biolégus meggy6z6-
déssel hirdette, hogy a kérnyezeti hatasok
transzmutaciéval megviéltoztatjik az 6rok-
16d6 tulajdonsdgokat, vegyész kortarsa,
Antoine Lavoisier (1743-1794) 1789-ben
éppen megcéfolta az alkimista aranycsina-
16k titkos tételét, miszerint a kémiai ele-
mek transzmutdcidval egymasba atalakul-
hatnak. Az alkimistdk vitalizmus elmélete
szerint az élettelen (szervetlen) és élé
(szerves) anyagokat az utébbiakban laké
»Eleterd” killonbozteti meg egymastol. Ezt
az elvet, amely szerint szervetlen szervessé
it nem alakithat6, 1828-ban dénti meg
Friedrich Wohler (1800-1882) német ké-
mikus (1. dbra). Wohlernek sikeriilt a ter-
mészetben nem, de 4llati vizeletben nagy
mennyiségben el6fordulé karbamid (urea)
mesterséges szintézise (Wohler 1828).
Ezt kovet6en megindul a sejtalkotd szer-
ves anyagok kémiai azonositasa, amelyek
alapjan William Prout (1785-1850) azokat 1830-ban szénhidratok, zsirok és fehérjék
osztalyaiba sorolja. Wéhler kortarsa Justus von Liebig (1803-1873), Alexander von
Humboldt (1769-1859) vildgutazo térképész-természettudds baratja folfedezi, hogy
az urea mellett az ammoénia s6i is kivalé névényi tragyak, amelyek hidnya gatolja a
névények novekedését. A mesterséges vagy mitrigyak mezégazdasigi alkalmazdsat
Liebig kutatasai terjesztik el, aki azt is megallapitja, hogy a névények szén-dioxidot
vesznek fol, ami hasonléan sziikséges névekedésiikhoz.

Johann Lambert (1728-1777) svéd és Pierre Bouguer (1698-1758) francia fizi-
kus-matematikusok munkéi nyoman elterjednek a killonbozé fényforrasokat felhasz-
nalo spektroszkopiai médszerek a szerves molekuldk fényelnyelési, illetve fénytorési
tulajdonsagainak vizsgalatdban. 1849-ben Pasteur félfedezi, hogy a borkésavnak két
térszerkezeti formaja van, amelyek a polarizalt fény sikjat kilonb6z6 iranyban for-
gatjdk el. Ezzel megkezdédik a sztereokémiai vizsgalatok fejlédése. Az elsé gytris
szerves vegyuleteket (pl. benzaldehidet) az olasz Stanislao Cannizzaro (1826-1910)
szintetizdlja 1853-ban. 1856-ban William Perkin (1838-1907) angol kémikus els-

1. dbra. Friedrich Wohler (1800-1882) német
kémikus, aki el6szor szintetizalt mesterségesen
szerves anyagot (karbamidot)
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allitja a valtdlazat (maldriat) gydgyité kinint és az elsé anilin-toluidin festékeket.
1858-ban Liebig hallgatéja, a német szarmazast August Kekulé (1829-1896) kiadja a
szerves vegyiileteket rendszerez6 nagy hatasu kézikonyvét (Lehrbuch der organischen
Chemie), amellyel elinditja a vegyiiletek szerkezetét vizsgald analitikai és elméleti ké-
miai kutatasokat.

1862-ben Louis Pasteur (1822-1895), az alkoholt, ecetet és tejsavat termeld er-
jedési folyamatok kutatéja, csiraelméletében djra visszatér a vitalizmushoz. Pasteur
ugy gondolja, hogy az erjedési reakcidékért a mikroorganizmusok ,életerével bird” fer-
mentjei a felel§sek, mivel a mikroorganizmusok inaktivalasa hékezeléssel (pasztori-
zalas) a fermentdciot ledllitja. 1897-ben Eduard Biichner (1860-1917) német vegyész
bizonyitja, hogy a fermentek olyan fehérjék, amelyek akkor is miikédnek, ha elslt sej-
tekbdl vonjak ki 6ket. Mivel a Bichner altal tanulmanyozott zimaz enzim bizonyult
felelésnek az éleszté cukorlebontdsi képességéért, ami egy j6l definidlt tulajdonség,
logikusnak tiint az a kovetkeztetés, hogy a tulajdonsigok meghatédrozéi a fehérjék
(Biichner 1897).

Buchner, a kordbban tobbszor emlitett svajci botanikusndl, Carl von Nagelinél és
a Liebig nyomaba 1ép6 Adolf von Baeyernél (1835-1917) tanult a muncheni egye-
temen. Baeyer szintetizalt el6szor indigét és fluoreszkalé fluoreszcein festékeket,
fenolftaleint, sterilizalé hatdsu rezorcinolt és altatdszerekben hasznalt barbiturato-
kat. Leo Baekelanddal (1863-1944) egy id6ben 6 készitett el6szor fenolbdl és for-
maldehidbdl bakelitet, az elsé ismert miianyagot. Baeyer munkatdrsa, Hermann Emil
Fischer (1852-1919) 1875-ben folfedezi az 5-7 szénatomos cukrok (pentézok, hexo-
zok és hepté6zok) aldéz és ket6z formdinak epimerizaciéjat, majd természetes nové-
nyi cukrokat, glukoézt, fruktézt és manndzt szintetizal glicerinbél. Fischer azonosit
el6szor ribdzt és dezoxiribézt kovalens kotésben purinszarmazékokkal, adeninnel és
guaninnal, valamint f6lderiti a kdvé (koffein) és tea (teobromin) hatéanyagainak ké-
miai szerkezetét.

Fischer, és vele egy id6ben Franz Hofmeister (1850-1922) megéllapitja, hogy a fe-
hérjéket aminosavak alkotjak, amelyek amino- és karboxilcsoportjaik kozotti kova-
lens peptid kotéssel kapcsolédnak egymashoz. Hofmeister a fehérjék kimutatasara
elkésziti a biuret reagenst, és tisztitdsukra kidolgozza a szulfat s6kkal torténé extrak-
ciét, ami el8segiti a fehérjék reprodukalhaté kristalyositasat. Fischer, Ernest Four-
neau (1872-1949) francia vegyésszel, az elsé fajdalomcsillapité vegyiiletek folfedezé-
jével egyuttmiikodve 1901-ben megszintetizalja az elsé peptidet, a glicil-glicint. Egy
nyolctagi masik peptid elkészitése utn, a kazein hidrolizisét tanulmdnyozva Fischer
kidolgozza a fehérjék lebontasihoz és aminosav-6sszetételének megallapitasahoz
szitkséges alapmodszereket (Kunz 2002).

A sejtalkotd szerves anyagok vizsgalatit segité eszkozok kozil az elsé tejfrak-
cionaldsra hasznalt 6scentrifugat a svéjci Alexander Prandtl (1840-1896) és a bra-
unschweigi Wilhelm Lefeldt (1836-1913) készitették el 1864-1876-ban. A svéd Carl
Gustaf de Laval (1845-1913) turbindval meghajtott modern centrifugdjat hasznalja
Theodor Svedberg (1884-1971) svéd vegyész, aki kidolgozza a sejtkomponensek és
makromolekuldk elvdlasztdsat tomegiik és stirtiséguk alapjan névekvs koncentraciéja
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s6- és cukoroldatokban (Gn. gradiense-
ken). A szerves vegyiiletek megtapadasa-
ban (abszorpcidjdban) szildrd hordozékon
észlelt kiillonbségeket el6szér Friedlieb
Runge (1795-1867) német vegyész, Jo-
hann Wolfgang von Goethe (1749-1832)
baritja hasznalta f6l azok elvélasztasara.
Runge kiilonb6z6 oldatokba martott papir-
csikokon kovette szénkatranybdl kioldott
festékek eltér$ vandorlasat, majd hasonlé
moédon koffeint izoldlt kavébol. 1903-ban
Mihail Szemjonovics Cvet (1872-1919)
orosz botanikus tvegcsébe toltott kal-
cium-karbonidton petroléter-etanol ele-
gyében oldott névénykivonatok szinanya-
gait valasztotta el. Ezzel a moddszerrel
izoldlta el6szor a fotoszintézisben szere-
pet jatszé klorofill és karotenoid pigmen-
teket. 1930-ra Arne Tiselius (1902-1971)
svéd kémikus kidolgozza az elektroforézis
véltozatos technikait, amelyek lehet6vé teszik a vegyiiletek elvalasztasit gélekben és
zeolitszdrmazékokon kiilonboz6 elektromos toltésiik alapjan.

A szerves kémidbdl Fischer munkassagat kovetben fejlédésnek induld 4j tudo-
manyag, a biokémia egyik atyja, Ernst Hoppe-Seyler (1825-1895) (2. abra), a sejt-
tedriat kiterjeszt6 berlini Rudolph Virchow (1821-1902) tanitvanya. Hoppe-Seyler
a tej, vér, epe és vizelet komponenseit, valamint névények pigmentjeit vizsgalta Ti-
bingenben. Munkatarsai kézott talaljuk Paul Ehrlichet (1854-1915), az immunolégia
atyjat, a diftéria elleni vakcinalas és a szifiliszt gydgyitd salvarsan folfedezéjét. Masik
kollégaja, Johannes Friedrich Miescher (1844-1895) svéjci biolégus, aki 1869-ben
fehérvérsejtek sejtmagjaibol alkalikus extrakciét kovets savas kezeléssel egy addig is-
meretlen fonalas anyagot izolal, amit nukleinnek nevez (Dahm 2008). Miescher azt
taldlja, hogy szemben a fehérjékkel, a tisztitott nuklein nem tartalmaz ként. Ez any-
nyira meglepé volt, hogy a kisérletet Hoppe-Seyler sajat keziileg azonnal megismé-
telte. Miescher munkajat Hoppe-Seyler Gj strasbourgi biokémiai intézetében, Albrecht
Kossel (1853-1927) és Richard Altmann (1852-1900) folytatja. Kossel és Altmann
fehérjeemésztd protedzokkal tisztitott nukleint készitenek, és megallapitjak, hogy az
foszfatot, ribézt és 2-dezoxiribézt, valamint purin- (adenin [A] és guanin [G]) és pi-
rimidin- (citozin [C9], timidin [T] és uracil [U]) bazisokat tartalmaz. Pete- és sperma-
sejtek, allati és novénysejtek sejtmagjainak extrakcidjival igazoljék, hogy a sejtmag £6
kémiai alkotdrésze a nukleinsav.

1914-ben Robert Feulgen (1884-1955) német kémikus kifejleszt egy festési elja-
rast a nukleinsav kimutatasara (Kasten 2003). 1929-ben Jean Brachet (1909-1988)
belga citolégus Feulgen-festéssel kimutatja, hogy a kordbban csecsemémirigybél

2. dbra. Felix Hoppe-Seyler (1825-1895),
a biokémia egyik atyja
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(timuszbol) izoldlt thymonukleinsav a petesejtek kromoszémadiban is megtaldlhaté
(Pirie 1990). 1934-ban Torbjorn Caspersson (1910-1997), a stockholmi Karolinska
Intézet citolégusa megillapitja, hogy a sejtmagokbdl izolalt nukleinsav egy polimér
lancmolekula (Klein és Klein 2003). 1943-ban a Berlinben dolgozé dan kutaté, Joa-
chim Hiammerling (1901-1980) Acetabularia z6ld algdban (3. dbra) folfedezi, hogy a
sejtmag mellett a citoplazma is hordoz sejtdifferenciaciét irdnyité faktorokat. Az Ace-
tabularia 14bszert rhizoidja, amely tartalmazza a sejtmagot, egy virdgszerd kalapot
hordoz, amit ha levagnak, képes ujrafejleszteni. Egy mds faj eltér6 formaja kalapjanak
atultetése utdin Hammerling azt észleli, hogy a sejtmagot hordozé labon az 6j kalap
folveszi az eredeti eltdvolitott kalap formajit. Ebbdl megallapitja, hogy a kalap forma-
jat meghatédrozé genetikai informdciét a sejtmag hordozza. A kovetkez§ kisérletben
eltavolitja a 14bbdl a sejtmagot, és azt talalja, hogy az ezek utdn is képes az eredeti
formaja kalapot regeneralni. Megfigyelésébdl azt a kovetkeztetést vonja le, hogy a
sejtmag valdszintileg a citoplazmaba juttat olyan morfogenezist irdnyit6 informéciét,
Ezt kévetSen Brachet azt észleli, hogy a sejtmag eltdvolitdsa utdn az Acetabularia sej-
tekben csak a kloroplasztiszok mutatnak Feulgen-festést, de a citoplazma tartalmaz
jelentés mennyiségii nukleinsavat. Mivel Caspersson és munkatarsa, Jack Schultz
mar 1939-ben kozolték (Caspersson és Schultz 1939), hogy a névekedé szovetek sejt-
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3. dbra. Esernyémoszat (Acetabularia acetabulum) Ernst Haeckel rajzan
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jeinek citoplazmdja csak ribéztartalmi nukleinsavat, ribonukleinsavat (RNS-t) tar-
talmaz, kideril, hogy a citoplazmikus RNS nem reagal a Feulgen-festékkel. 1936-ban
kozolt kisérleteiben Caspersson ezért nyilvinvaléan a dezoxiribonukleinsav (DNS)
mennyiségét mérte Feulgen-festékkel és ultraibolya (UV) fényforrast hasznalé mikro-
szképpal a kromoszémakban és sejtmagokban. Igy sziiletett meg az a feltételezés,
hogy a kromoszémdk DNS-t hordoznak, amely valamilyen médon informaciét ad at
rint a DNS-tartalom a kromoszémdk mitotikus osztédasa sordn nem valtozik meg.
Ez is tdmogatja azt a hipotézist, hogy a tulajdonsigok 6roklédéséért felelés kromo-
szomadlis gének hordozéja a DNS. Végiil, Brachet észlelése, hogy a kloroplasztiszok
Feulgen-fest6dést mutatnak, dsszevigott Correns kordbban emlitett genetikai ered-
ményeivel, amelyek kimutattdk, hogy a kloroplasztiszok is hordoznak anyai médon
6rokléds géneket.

Koessel és Fischer volt munkatdrsa, Phoebus Levene (1869-1940) amerikai ve-
gyész 1909 és 1929 kozott megallapitja, hogy az RNS- és DNS-molekuldk gerincében
foszfat kapcsolja 6ssze kovalensen a cukrok 5’ és 3’ hidroxilcsoportjait, amig a cukrok
1’ szénatomjan talalhaté hidroxil- (OH) csoport glitkozid kotéssel kapcsolédik purin-
vagy pirimidinbazisokhoz. A foszfat-cukor-bazis alapegységeket Levene nukleotidnak
(4. dbra), amig a foszfat nélkiili cukor-bazis egységet nukleozidnak nevezte el. Arra a
foltételezésre alapozva, hogy az RNS és a DNS egyforma ardnyban tartalmazza a négy
kulénboz6 bazist, Levene a cukor-foszfat gerincet négy nukleotidot hordozd, tetra-
nukleotid kérmolekulaként irja le 1910-ben. Siegfried Thannhauser (1885-1962)
1928-ban egy német nyelvi enciklopédidban koézli, hogy a DNS és az RNS cukor-fosz-
fat gerincei linedris lancmolekuldkat képeznek (Thannhauser 1928). Levene mar
1919-ban ismeri Thannhauser eredményeit, és kordbbi modelljét visszavonja (Levene
1919). Teljesen helyteleniil azonban, a nukleinsav polimereket foszfatok kozotti kova-
lens kotéssel kapcsolédé GATC tetranukleotidok ismétlédéseként definidlja. Kovet-
keztetéseinek é4ltaldnos elfogadottsiga miatt a dogma még 30 évig az marad, hogy
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4. abra. A guanin nukleotid kémiai szerkezete
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a kiillonb6z6 organizmusok nukleinsavai egymashoz hasonld ismétlédé egységekbdl
épiilnek f6l, amelyek a véltozatos aminosav-dsszetételt mutat6 fehérjékkel szemben
nem lehetnek felel6sek a milliényi 6r6klédé tulajdonsdg meghatarozasaért.

Ezért nem véletlen, hogy a nukleinsavak biokémidjaval ellentétben, a fehérje-bio-
kémia a 19. szazad végén hatalmas tempéju fejlédésnek indul. Az elektromagneses su-
garzas folfedezését (Rontgen, 1895) és Albert Einstein (1879-1955) fotonelméletét
kovetben, William Henry Bragg (1862-1942) angol fizikus és fia, William Lawrence
Bragg (1890-1971) kidolgozzak a rontgen-diffrakcié elméletét és annak alkalmaza-
sait. Ennek segitségével a sugdrzas irdnyat eltérit atomok helyzete, tdvolsaga és kap-
csolatai egy kristalyban megallapithatdk a kristdlyrdl késziilt rontgenfelvételek vizs-
galatdval. 1920-t6l Victor Goldschmidt (1888-1947) és Linus Pauling (1901-1994,
a dan Niels Bohr és osztrak Erwin Schrodinger atomfizikusok tanitvanya), kidolgoz-
zak az ionos, telitett és telitetlen kovalens kotések, valamint gytiris szerves vegyule-
tek rontgendiffrakciés analizisének tovabbi elméleti alapjait, amelyeket Pauling A ké-
miai kités temészete ciml konyvében foglal 6ssze 1939-ben. Ezt kovetéen elkésziil
szamos zsirsav, lipid és bioldgiai festékanyag, mint pl. a hem, plasztocianin és klorofill
rontgendiffrakciés szerkezeti analizise, majd 1950-ben John Kendrew (1917-1997)
és Max Perutz (1914-2002) meghatarozzak az elsé fehérjék, a mioglobin és hemoglo-
bin térszerkezetét (5. dbra).

A Curie hézaspar felfedezései nyoman fejl6d6 atomfizika és radiokémia, valamint
a fehérje-biokémiai kutatdsok el6rehaladdsdnak koszonhetéen megnyilik az ut az
anyagcsere-folyamatok felderitéséhez is. Radioaktiv vagy stabil (nehéz) izotépok al-
kalmazasaval a metabolikus utak kiindulé, kéztes és végtermékei jelolhetskké val-
tak. Igy az egyes anyagcsere-lépéséket katalizalé enzimek aktivitdsdnak nyomon ko-
vetésével azokat izoldlni és jellemezni lehet. Az enzimolégia és anyagcsere-biokémia
egyik fontos dllomdsa a cukorlebontasért felelés glikolizis folyamatdnak megismerése
1922-ben, amely Gustav Embden (1874-1933), Otto Fritz Meyerhof (1884-1951)
német és Jakub Parnas (1884-1949) lvovi biokémikusok nevéhez fiizédik. A biolégiai
oxid4ciéban és energiatermelésben koézponti szerepet jatszé citromsav ciklust Hans
Krebs (1900-1981) és, az ebben a folyamatban kulcsszerepet jatsz6 fumérsav és asz-
korbinsav (C-vitamin) f6lfedezéje, a hazai biokémiai kutatasok uttoréje, Szentgyorgyi
Albert (1893-1986) (6. dbra) deritik f61 1930-37-ben. A szén-dioxid-fixalastol a gli-
kéz szintéziséig vezets fotoszintézis kémiai reakcidinak, a pentéz-foszfat ciklusnak
megismerése z6ld algdkban az 1950-es évek végén az orosz szdrmazasi amerikai bio-
kémikusnak, Melvin Calvinnak (1911-1997) koszénhetd.

A transzformaciotdl a DNS kettds spiralig

Az 1. vilaghdboruat kovetd évek pusztité spanyolnathajarvanyai miatt széles kérben
megindul a tadégyulladdsért és mas fert6z6 betegségekért felelés kérokozdék mikro-
biolégiai vizsgalata. Frederick Griffith (1879-1941) az angol egészségugyi miniszté-
rium laboratériuméban az orszag minden t4jarol 6sszegyijtott mintakban azonosit
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6. abra. Szent-Gyorgyi Albert (1893-1986) el6adas kozben, mogotte az altala kutatott
citratkor egy részlete lathaté (forrds: Pesti Naplo képes melléklet, 1937. oktéber 31.)

egy Pneumococcus pneumonie-nek nevezett baktériumot, amely egerekbe injektdlva
halalos tudégyulladdst okoz. A nydkos poliszacharid kapszulat produkalé sima fel-
szint (S) virulens térzsek mellett taldl rdncolt felszind, kapszulat nem produkalé (R)
valtozatokat is, amelyek nem okoznak betegséget, hasonléan a hékezeléssel meg-
olt virulens S torzsekhez. Mivel a hékezelt S valtozat alkalmasnak tiinik, hogy vak-
cinaként folhasznaljdk, 1928-ban Griffith végrehajt egy kontrollkisérletet. Ebben
azt vizsgdlja, hogy a megélt S valtozat ellen termel6dé ellenanyagok elpusztitjik-e
a szervezetben el6fordulé avirulens R valtozatot is. A kisérlet eredménye megdob-
bentd volt. Az dsszes egér kimult, és benniik Gjra megjelent a fert6z6 S baktérium.
Ezt Griffith azzal magyarazta, hogy a megolt S torzs valamilyen médon atalakitotta,
transzformalta az R véltozatot egy, a virulencia tulajdonsdgért felelés faktor atada-
saval (Griffith 1928, 7. abra).

Némi kétkedés utan Griffith észlelését Robert Koch (1843-1910) berlini munka-
tarsa, Fred Neufeld (1869-1945) és a Rockefeller Egyetemen dolgoz6 Martin Henry
Dawson (1896-1945) réviddel késébb megismételték. Dawson, a Pneumoccus-szak-
ért6 Oswald Avery (1877-1955) munkatarsa, a megolt S térzset kémcsében keverte
Ossze az R véltozattal, majd az S valtozat ellen készitett ellenanyagokkal 1928-33-ban
kimutatta, hogy a szaporodé R torzs transzformdcidja kémcsében is megtorté-
nik. Ugyanezt az eredményt kapta akkor is, ha az elolt S baktériumok detergenssel
nyert kivonatit lagos, majd savas kezelés utan alkohollal kicsapta, és a vizben fol-
oldott csapadékot R baktériumokkal inkubélta. Avery masik kollégsja, Colin Munro
MacLeod (1909-1972) ezt kovetSen megallapitotta, hogy a transzformalé S faktor
az R torzs hiarom fuggetlen tulajdonsagat is egyszerre megvaltoztatta. Kévetkezés-
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7. abra. Frederick Griffith genetikai transzformaciot igazold kisérletének vazlata
(magyarazat a sz6vegben)

képpen, a transzformacié nem az R térzsben létrejott génmutacidknak volt tulaj-
donithatd, mivel hirom egyidejii mutacié valészintisége az egyedi mutdcidk gyako-
risdginak a szorzata, ami rendkiviil kis érték. Avery harmadik munkatarsa, Maclyn
McCarty (1911-2005) végiil nukleinsavat tisztit az el6lt S torzsbdl, azt fehérjemente-
siti protedzokkal, majd RNS-t degradalé RNazzal kezeli, és 1944-re bizonyitja, hogy
a transzformaciéért felel8s faktor valészintileg a DNS (Avery et al. 1944; Olby 1994).
Moses Kunitz (1887-1978) orosz szarmazasu biokémikus 1948-ban kitisztitja, majd
kristélyositja a DNS-t emészt6 DNaz I enzimet. Ezt felhasznalva, az Avery-csoport-
ban Rollin Douglas Hotchkiss (1911-2004) 1946-ban kimutatta, hogy a DNaz-ke-
zelés gatolja a transzformaciét, és hogy a transzformdlé DNS 0,02%-nél kevesebb
fehérjeszennyezést tartalmazott. Ezzel meger6siti azt a kovetkeztetést, hogy a tu-
lajdonsagokért felelgs faktorok, a gének hordozéja nem a fehérje, hanem a DNS. Az
Alexander Fleming (1881-1955) éltal Penicillium gombakban 1928-ban félfedezett
elsd antibakterialis szer, az antibiotikum ellen kialakulé rezisztencia félhasznaldsaval
Hotchkiss 1951-ben demonstrélja, hogy mas tulajdonsagok, mint pl. a sztreptomicin-
rezisztencia is, tvihet6k mas baktériumokba. Igy, a DNS jelclésére, kovethetsségére
Hotchkiss alkalmaz el6szor egy antibiotikumrezisztencia-gént, amely segitségével a
DNS-t felvevs baktériumok, a transzformansok kénnyen szelektalhat6k, mivel élet-
ben maradnak antibiotikum-tartalmu tdptalajon (Witkin 2005).



A MOLEKULARIS BIOLOGIA TORTENETE A TRANSZFORMACIOTOL A GENETIKAI MERNOKSEGIG 57

Wendell Stanley (1904-1971) amerikai biokémikus munkassaganak készénheten
kideril, hogy az RNS is egy transzformaciés képességgel rendelkezd, genetikai infor-
maciét hordoz6 nukleinsav. Stanley dohédnylevél-mozaikbetegség kérokozéjaval dol-
gozik, amelyr6l Adolf Mayer (1843-1942) német és Dmitrij Ivanovszkij (1864-1920)
orosz botanikusok korai észlelései nyoman Martinus Beijerinck (1851-1931) holland
mikrobiol6gus deriti ki, hogy az egy porcelansziirével nem kinyerhetd, a baktériu-
moknal kisebb méretd fert6z6 faktor, amelyet virusnak nevez. 1935-ben Stanley a
dohédny-mozaikvirust (TMV-t) a fert6zétt névényekbdl izolalta, kikristalyositotta, és
kimutatta, hogy a kristélyos virus is fert6z6képes. 1938-ra Ernst Ruska (1906-1988)
és Max Knoll (1897-1969) német fizikusok Hans Busch (1884-1973) elektronlencséit
folhaszndlva megépitik a Szildrd Led (1898-1964) altal megalmodott elsé elektron-
mikroszképot, amellyel Helmut Ruska (1908-1973) kozeli portrét készit a gyufaszal-
formaju TMV-rél. Bar mar Stanley tudta, hogy a TMV egy nukleo-protein, elészor
ugy gondolta, hogy fert6z6képességéért a burok- (kapszid-) fehérjék és nem az ab-
ban megtalalhaté RNS felel6s. Ezt kévetéen az Edinburgh-ban dolgozé német szar-
mazasu Heinz Fraenkel-Conrat (1910-1999) és munkatarsa, Robley Cook Williams
(1908-1995) azonban bebizonyitottdk, hogy a kémcsében 6nmagitél 6sszeallé RNS
nélkiali TMV fehérjekapszid nem fert6z8, szemben az RNS-t hordozé kapsziddal,
amely névénybe juttatdsa utdn megsokszorozddik. Ezzel Fraenkel-Conraték nemcsak
megéllapitottak, hogy RNS szitkséges a virusfehérje szintéziséhez, de azt is, hogy az
RNS képes 6nmaga megsokszorozasara, azaz replikdcidra. Visszatérve a TMV virus
természetét folfedezé Beijerinckhez, illend6é megemliteni, hogy 6 volt az is, aki folfe-
dezte, hogy a pillangésvirdgi névények gimdbiben €16 rhizébium baktériumok felelé-
sek a pillangésok nitrogénfixaldsi képességéért. Hasonldan Beijerinck irta le el6szor az
anaerob (oxigénmentes kérnyezetben térténd) 1légzés biolégiai oxidaciés folyamatait
is, amelyet pl. a szulfat redukcidja biztosit a Spirillum desulfuricans baktériumban.

A baktériumokban szaporodé virusok, a bakteriofagok laboratériumi vizsga-
lata Frederick Twort (1877-1950) londoni mikrobiolégus 1915-ben, majd a parizsi
Pasteur Intézetben dolgozé Félix d’Herelle (1873-1949) 1917-ben kozolt észleléseivel
kezdédik. Ok fedezik fol, hogy a taptalajon névekvd baktériumok pazsitjan, azokat
elslve a fagok lyukakat (plakkokat) képeznek, és igy konnyen szaporithaték. A muta-
cids elmélet alapjait Tyimofejev-Reszovszkijjal és Zimmerrel megalkoté Max Delbriick
a Fdgok novekedése cim( 1937-es cikkében kozli azt a felismerést, hogy a fagok tartal-
maznak 6nmegsokszorosité 6rokitéanyagot, és ezért kivald genetikai modellek, ame-
lyek funkciéit és szaporoddsat indukalt mutaciékkal lehet tanulmanyozni. Delbriick
amerikai 6sztondija lehet6vé teszi, hogy 1940-ben taldlkozzon a Mussolini fasizmusa
elél kivindorlé olasz genetikussal, Salvador Luridval (1912-1991), akivel létrehozzak
a legendas ,fag-csoportot”. Luria és Delbriick els6 kozos kisérletikben végleg meg-
cafoljak azt a lamarckista elképzelést, amely szerint az egyes organizmusok az életiik
folyaman szerzett tulajdonsagokat képesek utédjaikba atérokiteni. Koli- (Escherichia
coli) baktériumot névesztettek tobb szaz kémcsében, majd killon-kalon T1 fagot tar-
talmazé tiptalajra szélesztették Petri-csészékben. Ha a baktérium egy figreziszten-
ciat szolgaltaté lamarcki adaptaciés képességgel rendelkezett volna, akkor minden
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cs6bol egyforma szamu talélé baktériumot kellett volna kapni. Ezzel szemben, eb-
ben az un. fluktudcids tesztben, a tobb szdz azonos tenyészetbdl csak egy-két Petri-
csészén kaptak tuléls, fagrezisztens baktériumkoléniat. Kisérletitk azt mutatta, hogy
a fagrezisztencia véletlen esemény, egy baktériumgénben bekovetkezé muticié ered-
ménye volt. Ugyanakkor, ha a baktériumokat besugaroztdk, és ezzel indukaltdk a mu-
taciok szdmanak megemelkedését, akkor nagysagrendileg tobb figrezisztens baktéri-
umot kaptak. Ezzel nemcsak a mutaciék okozta Gj jegyek természetes szelekciéjanak
torvényét igazoltdk, de a fluktudcids teszttel kidolgoztak egy olyan mdédszert, az un.
mutagén tesztet, amellyel killonb6zé vegytiletek és sugarzasok mutagén hatasat lehe-
tett vizsgalni (Luria és Delbriick 1943).

Delbriick munkatérsa, Alfred Hershey (1908-1997) 1943-ban folfedezte, hogy
ugyanaz a baktérium megfertézhet két faggal is, és ezért két kulonbozo fag kozott
a genetikai informaci6 kicserélése tanulmanyozhaté. Hersey és asszisztense, Martha
Chase (1927-2003) 1950-ben a T2 fig megjelolésére a koli taptalajban S*° kénizoté-
pot tartalmaz6 cisztein aminosavat, illetve P3 izotépot tartalmazé foszfatot hasznilt.
Miescher eredményei alapjan, amely szerint a DNS nem tartalmaz ként, kisérleteik
célja az volt, hogy a kénnel jelolt fag-kapszulat alkoté fehérjék, illetve a foszforizo-
toppal jelslt fag-DNS sorsat nyomon kovessék a baktériumfertézés soran. A fert6zés
utdn a baktériumok kiils6 falarél a fagokat mechanikailag eltdvolitottdk, és azt ta-
pasztaltdk, hogy a fert6zott baktériumok csak P*? izotépot tartalmaztak. A sugarzasa
alapjan kovethet6 P* jelolés megmaradt a szaporodé baktériumokban egy ideig, és
azok fagot is produkéltak. Hersey és Chase 1952-ben k6zo6lt adatai igy tjabb bizonyi-
tékkal tdmogattdk Avery, MacLeod, McCarty és Hotchkiss eredményeit, amelyek sze-
rint a transzformald dgens, az 6roklédésért felelds anyag a DNS, amely az RNS-hez
hasonléan 6nmegsokszorozé replikiciéra képes (Hershey és Chase 1952).

George Beadle (1903-1989), aki McClintockkal egyutt tanulmanyozta a kukorica
kromoszémak meiotikus szegregicidjit, majd Sturtevanttal a Drosophila szemszint
meghatdrozé gének rekombindciéjat, korabbi kollégaja, Ephrussi hatdsdra 1939-ben
az anyagcsere-folyamatok egyes 1épéseit meghatdrozé gének azonositasaval kezd fog-
lalkozni. Edward Tatummal (1909-1975) egyiitt a Stanford Egyetemen a Neurospora
crassa kenyérgombdban réntgensugédrzassal olyan mutaciokat indukéltak, amelyek
meggatoltdk a gomba novekedését Bl- (tiamin) és B6- (piridoxin) vitaminok hianya-
ban. Ezeket a mutdnsokat a B1- és B6-vitaminszintézis folyamatiban azonositott kii-
16nbozé vegytleteken novesztve folfedezik, hogy a vitaminszintézisben részt vevs enzi-
mek funkcidit kilénbézé génmutacidk gatoljak (Beadle és Tatum 1941). Ennek alapjan
Beadle és Tatum megéllapitjak, hogy egy fehérje funkcidjit egy gén hatarozza meg.

Tatum hasonlé médon tébb aminosav és vitamin bioszintézisében hibas, auxotréf
mutdns koli térzset izoldl 1946-ban. Hirom vagy tébb egymastél killonb6z6 auxotréf
mutéciét hordozé két koli térzs dsszekeverése utdn Tatum és tanitvinya, Joshua Le-
derberg (1925-2008) azt észlelik, hogy a kevert kultarakban, a sztl6kkel ellentétben,
aminosav és vitamin nélkil is szaporodé baktériumok jelennek meg. Ez arra utalt,
hogy a két baktériumtoérzs kozott genetikai informdcidcsere tortént. Mivel a baktéri-
umok 6sszetapaddsa — amelyet mechanikailag (pl. nagy sebességii razassal) meg lehe-
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tett gatolni — szitkséges volt az informdcidcseréhez, a baktériumok kozotti szexaktust
konjugaciénak nevezték el. Elektronmikroszképos vizsgalatok valéban kimutattdk,
hogy a konjugdl6 baktériumokat ,szexcsatorndk”, un. pilusok kototték ossze. Ezért
Tatum és Lederberg foltételezte, hogy az informacié atviteléért egy F ,szexfaktor” a
felelds, amely képes a pilusokon 4t a donor baktérium kromoszémajibdl a fogadé bak-
tériumba juttatni olyan géneket, amelyek kompenzaljak, komplementaljak az anyag-
cserehibdkat okozé mutaciokat (Lederberg és Tatum 1946). A kiilonb6z6 mutacidk
komplementaci6ja aszerint valtozott, hogy a donor és fogad6 baktériumok kapcsola-
tat osszekeverésiik utan mikor szakitottdk meg. Ez azt jelezte, hogy a komplemental6
gének atvitele a donorbdl a fogadé baktériumba linearis sorrendben tértént. Ezéltal
azok egymadshoz viszonyitott kromoszomalis helyzete megallapithaté volt. Lederberg
tovabba észlelte, hogy az F-faktorral atvitt gének vad alléljei és a fogad6 baktérium
muténs alléljei kozott kicserélédés, azaz rekombinacid is torténik. A konjugécié sordn
utolséként atvitt gén jelenlétére szelektdlva, a Sturtevant éltal bevezetett harompon-
tos (harom kapcsolt allélt f6lhasznalo) térképezési mddszerrel a gének kozotti rekom-
binaciés események gyakorisdgit pontosan mérni lehetett. Ez lehet6vé tette a szex-
faktorok és baktériumkromoszémak nagy felbontasu géntérképezését.

Ezt kovet6en Lederberg tanitvanyai, Norton Zinder (1928-2012) és Melvin
Laurance Morse (1921-2003), valamint felesége, Esther Miriam Zimmer Lederberg
(1922-2006) folfedezték, hogy Salmonella és koli torzsek kozott fagok is képesek kro-
moszomdlis géneket dtvinni, mikézben a baktériumokat nem 6lik meg. Ezt a folyama-
tot a konjugdciétol megkiillonboztetve, transzdukcidnak nevezik el. A transzdukciés
génatvitel folyamata arra utalt, hogy a fagok DNS-e képes a baktériumok DNS-ébe
beépiilni és onnan ki is vagédni tgy, hogy egyben a beéptilés helyéhez kozeli gének is
becsomagolédnak a fag kapszuldjaba, és igy atkeriilnek az Gjonnan fertézott bakté-
riumgazdaba. A kromoszémdba beépils fagot hordozé torzseket lizogénnek nevezik,
mivel azok pazsitjdn nem atlatszd, hanem opdlos (turbid) plakkok észlelhet6k, mert a
termel8d6 fag mennyisége kevés. H6- vagy vegyszeres kezelés, pl. glikéz azonban in-
dukalta a fag baktériumkromoszémabdl valé kivagédasat. Esther Lederberg 1950-ben
azonositja az E. coli K12 t6érzsében a transzdukalé lizogén A-fagot, amely a faggenetika
alapmodelljévé valik. Ezzel egy id6ben Hershey és Chase kisérlete vilagosan jelzi, hogy
a fag-DNS-hez hasonléan a szexfaktornak is egy olyan DNS-nek kell lennie, amely a
kromoszomalis géneket tudja mobilizilni egyik térzsbél a masikba. Mivel a szexfak-
tor nem épiil be sziikségszeriien mindig a kromoszémaba, hanem attdl fiiggetleniil is
fennmarad, és 6nalldan replikdlédik a baktériumban, azt extrakromoszomadlis elem-
nek, F episzémanak vagy plazmidnak nevezi el Lederberg (Lederberg 1952).

Az 1950-es évek elejére a mikrobialis fag-, illetve virusgenetika eredményeinek ké-
szénhet6en nem kérdés mar, hogy a mendeli 6r6kl6dé tulajdonsdgokért felelds géne-
ket hordozé anyag a kromoszémaszerkezetbe rendez6dé DNS. Az is bizonyitott, hogy
lyen médon atjut a fehérjeszintézishez szitkséges RNS-re. A kovetkez logikus kérdés
ezért az volt, hogy kémiai és szerkezeti tulajdonsagai alapjan hogyan tarolhat a DNS
utédokba 6roklédé informaciot.
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A Luria-laborban fiagok réntgen-mutagenezisével foglalkoz6 James Watsont ez a
kérdés alapvetSen foglalkoztatta, mivel a letdlis mutaciék hatdsainak megértéséhez
nyilvanvaléan szitkséges volt a DNS-ben besugdrzassal indukalt véaltozdsok jellem-
zése. 1950-es eurdpai 6sztondija alatt, egy ndpolyi konferencian Watsonnak alkalma
volt meghallgatni Maurice Wilkins (1916-2004) el6ad4sat, aki Bragg tanitvanya, John
Randall (1905-1984) iranyitasa alatt a londoni King’s College-ban tanulmanyozta a
DNS réntgendiffrakciés sajatossigait. Watson Wilkins eladédsanak hatasara Angliaba
utazik, és ott John Kendrew cambridge-i Cavendish Laboratériumaban Max Perutz
irdnyitdsa alatt Francis Crick-kel (1916-2004) a hélixszerkezet molekuldk szerkezeti
modelljein kezd dolgozni. K6zben Wilkins hélixstruktarara utalé eredményeit a kolloid
polimerek vizsgalataban jartas munkatarsa, Rosalind Franklin (1920-1958) és hallga-
téja, Raymond Gosling lényegesen nagyobb folbontdst rontgenfelvételek soraval iga-
zolta. Crick és Watson Wilkins adatai mellett Perutztél 1952-ben megkapjak Franklin
egyik folvételét és szdmitdsait. Ezek azt mutatjik, hogy a DNS cukor-foszfat gerince
két egymadssal ellentétes, antiparallel 5-3’ irdnyban futé lancbdl all, amelyet Watson
és Crick megprébél egy modellben f6lépiteni. A modell épitése sordan Watson és Crick
konzultal Erwin Chargaff (1905-2002) bukovinai szdrmazast amerikai kémikussal.
Chargaff, Hotchkisszal egy idében 1952-ben megallapitotta, hogy a kiillonb6z6 orga-
nizmusokbdl izolalt DNS-ekben a nukleotidbazisok nem egyforma, hanem jellegzete-
sen valtozo aranyban vannak jelen. Chargaff észlelése szerint az adenin:timidin, illetve
guanin:citozin arany mindig 1:1, mig az A/T és G/C parok mennyisége a DNS tipusa
szerint valtozhat. Ekézben Perutztdl megkaptdk Linus Pauling egy kéziratat is, amely-
ben William Astbury (1898-1961) korabbi adatai és sajat vizsgalatai alapjan Pauling
egy haromszalas helikalis DNS-struktdrat ismertetett. Ez vezette arra Watsont és Cri-
cket, hogy a két cukor-foszfit lanchoz kapcsolédé bazisokat A:T, illetve G:C parokként
kapcsolja 6ssze egy kett8sspirdl- (duplex-) szerkezetben (8. dbra). Modelljitkkben igy az
egyik szalon taldlhaté bazisok sorrendje egyben meghatédrozta a masik szal bazissor-
rendjét. Akét szl gerincében taldlhaté 5’-3’ cukor-foszfat kotések ellentétes polaritasa
lehet6vé tette az A:T és G:C bazisparosodas torvénye alapjan az egyik szalrél a masik
szdl irdnyitott szintézisét, az informdcidtartalom pontos és meghatdrozott irdnyu at-
adésat. A modell igy tokéletesen magyarazta, hogy a DNS-ben térolt genetikai infor-
macié hogyan masolhaté és duplikilhatd egyik szalrdl a masikra, generdciérdl genera-
ciéra, kovetve a mendeli 6rokl6dés binomidlis alapelvét. Ezzel megsziiletett 1953-ban
a biolégia legnagyobb felfedezése (Watson és Crick 1953; Franklin és Gosling 1953).

A DNS és RNS replikacidja

Watson és Crick modellje alapjan a kovetkezd kérdés az volt, hogy a DNS kettds spiral
szalainak masoldsival keletkez6 j DNS-molekula a lemdsolt szdlakbol konzervativ
moédon éll-e 6ssze, avagy szemi-konzervativ médon jon létre a két duplex, amelyek-
ben a sziiléi szalak az Gjonnan szintetizalt komplementer szalakkal parosodnak. Ezt
a kérdést Pauling tanitvanya, Matthew Meselson és Frank Stahl kisérlete vélaszolta
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meg 1958-ban (Meselson és Stahl 1958). Jerome Vinograd (1913-1976) 1956-ra ki-
dolgozott egy eljarast, amelyben a centrifugalas soran kialakulé cézium-klorid (CsCl,)
koncentraciégradiens felhasznaldsaval frakciondlt borsé nukleoprotein komplexeket
(9. abra). Vinograddal konzultilva, Meselsonnak és Stahlnak sikerill N** ,nehéz”, il-
letve N*, kénny(” nitrogénizotéppal jel6lt DNS-mintakat molekulatomegitknek meg-
feleléen gyorsabban, illetve lassabban tileped6 savokként elvéilasztani CsCl, gradien-
sen. Ezutdn egy N izotépon novesztett, kb. 45 percenként duplazédé kolikulturat
N**tartalmu taptalajba vittek at, majd a kulttrdbol 15 percenként készitett DNS-min-
takat hasonlé médon analizaltdk centrifugaldssal. Az eredmény azt mutatta, hogy
az N' taptalajra vitt baktériumok DNS-ében a kélikulttra elsé duplikiciéjaval egy
id6ben eltlint a ,nehéz” N'*> DNS savja, és megjelent egy, a nehéz N és konnyti N*
DNS-ek savjai kozott tilepedd koztes sdv, amely 1:1 aranyban tartalmazott N'° és N
izot6pot. A kultira masodik osztédasaval egy id6ben a koénnyi és koztes sdvban ta-
lalhat6 DNS-ek mennyiségi aranya 1:1, és benniik az N** és N** izotépok ardnya 3:1
volt. Ez azt jelezte, hogy az els6 DNS-replikaci6 sordn az N**-jelolt szulsi DNS szala-
kon N'-tartalmu Gj szalak szintetizalédtak, és azok nem szeparilddtak, azaz a DNS
szemi-konzervativ médon replikalédott. Ezt kévetéen az N*/N*-jelslt DNS-duple-
xek szalain tovabbi N**-jelolt szalak szintetizdlodtak, ami 2 N**/N* és 2 N*/N-jelslt
DNS-duplexet eredményezett.

Meselsont és Stahlt megel6zve, Arthur Kornberg (1918-2007) mar 1955-ben si-
keresen jelolt triciumizotépot tartalmazoé (H®) timidin félhasznalasaval koli DNS-t.
Ugyanebben az évben foszforibozil-pirofoszfit és inorganikus pirofoszfat felhasz-

160 [ - S<— fehérje

g )
8 5
L+ ~
® b0 1,65 |
» @
-] @
S g 1,70 |- DNS
% A
513
.§ a—é
9 3 1,75 |-
= N
] v
> (%]
:0
2

v 1,80 L

RNS

9. dbra. A DNS cézium-klorid stirtiséggradiens-centrifugalassal valé tisztitasanak elve,
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naldsaval szintetizalt enzimatikusan AMP-t, majd dezoxinukleotid kindz félhasz-
nalaséval eléallitott P32 izotdppal jelslt dezoxiribonukleotid-trifoszfat (dATP, dGTP,
dCTP és dTTP) szarmazékokat. Ezek segitségével 1958-ban kélibdl tisztitott egy
olyan enzimet, amely katalizalta a jelslt nukleotidok polimerizaci6jit csecsem&mi-
rigyb6l szarmazé DNS jelenlétében (Lehman et al. 1958). Az 4j jelolt DNS szinté-
ziséhez a DNS-polimeraz mellett sziikséges volt egy masolhaté templat DNS, vala-
mint a négy dezoxiribonukleotid jelenléte. 1959-re Kornberg megallapitotta, hogy a
DNS-polimeraz 5'-3’ irdnyban szintetizalja a DNS-templaton az Gj szélat, valamint
hogy rendelkezik egy 3’-5’ exonukledz aktivitassal. Ez az utébbi funkcié biztositja a
hibasan beépult bazisok kijavitasat, azaz lehetévé teszi a mutagénekkel megviltoz-
tatott bazisok kicserélését. Végiil folfedezte, hogy a DNS-polimeraz segitségével ba-
zisanalégok is beépithet6k a DNS-be, amelyek &ltal lehetévé vélik az tjonnan szin-
tetizalt szalak, illetve a velitkk bazisparosodé DNS-szekvencidk kénnyd elvilasztisa
és azonositasa (Kornberg 1960). 1962-re Kornberg kimutatja, hogy a T2 fag DNS-e
is kédol egy DNS-polimerazt. 1965-66-ban munkatarsaval, a japan Reiji Okazaki-
val folfedezi, hogy a templattal bazisparosodoé, rovid oligonukleotidok (primerek)
szikségesek a DNS-szintézis efficiens elinditdsahoz. Kornberg ugyanebben az év-
ben kozli, hogy a részlegesen egyes szdliu DNS-szakaszok kijavitdisdhoz nemcsak
DNS-polimeraz, de egy Gj enzim, a DNS szabad 5’ és 3’ végeit kovalensen 6sszekotd
ligaz is sziikséges.

1960-ban Delbriick laborjiban Robert L. Sinsheimer és az ott dolgozé genti belga
kutat6, Walter Fiers izoldlnak egy 6j koli figot, a ®X174-et, majd cézium-klorid-
gradiens centrifugaldssal kimutatjak, hogy az egyes szala cirkuldris DNS-t hordoz
(Fiers és Sinsheimer 1962). 1967-ben Sinsheimer és munkatarsa, Mehran Goulian,
akinek a neve késébb 6sszekapcsoldédik a DNS-szintézisben részt vevé RNS-primerek
és szamos allati DNS-polimerdz enzim folfedezésével, Kornberggel egyiitt a ®X174
egyes szili DNS-templaton in vitro szintetizalnak egy kettds szala fert6zéképes fag
DNS-t. Ezzel kimutattdk, hogy a ®X174 fag kettds szala DNS koztes termék segitsé-
gével replikdl6dik (Goulian et al. 1967).

Sinsheimer ugyanebben az évben izoldlta az MS2/f2 figot, amely egy egyszalu
RNS-t hordozé kéli virus. Az MS2 fag replikdciéjanak tovabbi vizsgalata soran Le-
derberg tanitvanya, Norton David Zinder (1928-2012) 1966-ban kideriti, hogy a
fagfejbdl koliba injektalt (+) RNS-ré8l elészor killonbozé fehérjék szintetizalédnak,
majd ezek egyike, a fag replikdz, mas néven RNS-fiiggé RNS-polimeriz szitkséges egy
komplementer (-) RNS-szél szintéziséhez. Ezek utan a sziil6i (+) RNS-szél helyette-
sitésével a (-) szalon Gj (+) RNS-szélak szintetizalédnak, mikézben az eltdvolitott (+)
sztl6i szal degradalédik (Lodish és Zinder 1966). Ezzel az észleléssel Zinder és kollé-
gaja, Harvey E. Lodish (a Dictyostelium discoideum amgébaval végzett fejlédésbioldgiai
kutatdsok késébbi elinditéja) megmagyarazta, hogy Sinsheimer miért taldlt korabban
csak minimdlis mennyiség( izot6éppal jelslt szilsi (+) RNS-t az MS2 fag replikacids
koztes termékét képviselé dupla szala (+/-) RNS-ben. Zinder ezzel kimutatta, hogy
az MS2 RNS is szemi-konzervativ médon replikilodik.
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A DNS-kéd megismerése, a kozponti dogma és az operon-elmélet

Rosalind Franklin 1958-as korai elhunytaig Fraenkel-Conrat és Stanley csoportjai-
val egyuttmitkddve megallapitotta a dohdny-mozaikvirus RNS-fehérje komplexének
térszerkezetét (Creager és Morgan 2008). 1960-ban Fraenkel-Conrat és munkatarsa,
Akira Tsugita (aki ugyanebben az évben meghatarozta a TMV kapszidfehérje teljes
szekvencidjat) salétromossav-mutagenezissel izoldlt egy legyengitett dohany-mo-
zaikvirus mutdnst. Példatlanul pontos fehérjevizsgilati munkdjukkal kimutattdk,
hogy a legyengitett virusban egy mutéci6 egy aminosav kicserélédését okozta (Tsu-
gita és Fraenkel-Conrat 1960). Ezzel azt is megéllapitottdk, hogy egy aminosav kod-
jdnak megvaltoztatisa egy masik aminosavkdd megjelenéséhez vezethet. Ezzel egy
idében, Crick és baritai az ,RNS nyakkendésok klubjdban” probaljék félderiteni, hogy
a DNS-ben térolt genetikai informécié hogyan masolédik 4t RNS-re, és hogyan hata-
rozza meg a fehérjék aminosavsorrendjét. George Gamow (1904-1968) orosz atom-
fizikus (Watson 2002), Teller Ede (1908-2003) munkatarsa és az ésrobbanas (Big
Bang, Nagy Bumm) elmélet egyik megalkotéja, Cricknek irt levelében kozli, hogy a
négy ismert bazisbdl kivalasztott barmely harom bazis (4x4x4=64 triplet) kombina-
ci6ja béven elegend6 20 aminosav kédolasdhoz.

1960-ra Delbriick fag csoportjaban Seymour Benzer (1921-2007) a T4 fagban tébb
mint 2400 mutdaciét izolalt, amelyek a fag E. coli B torzsén tithegy méreti plakkok he-
lyett drias plakkokat képeztek, de egyuttal elvesztették szaporoddképességiiket a K12
torzsben (Benzer 1961). Benzer folfedezi, hogy a lizis gyorsasagaért felels rII (rapid,
gyors) l6kusz mutdciéit hordozé fagokat egymassal parositva egyes parok esetén a
plakk normalis vad fenotipust mutat. Azaz bizonyos mutaciék komplementaltik egy-
mast, mig mds mutdns kombinaciékban a plakkok mérete nem valtozott. Az egymdst
nem komplementdl6 rII mutaciékat Benzer két (A és B) csoportba sorolta. Ezt kéve-
téen az azonos komplementacids csoportba tartozé mutaciok keresztezésével kapott
ritka kis (vad) plakkok megjelenése alapjan szamitott rekombindciés gyakorisdg mé-
résével feltérképezte a mutacidk egymashoz viszonyitott sorrendjét. A térkép azt je-
lezte, hogy a lizis soran aktival6do ril 16kusz két kézosen szabalyozott egységet, ciszt-
ront tartalmazott, amelyek mutaciéi kozott lehetséges volt a komplementacié. Ennek
alapjan Benzer megillapitotta, hogy az rII 16kusz két fuggetlen fehérjét kédold, de
azonos szabalyozds alatt 4ll6 gént tartalmaz. Az azonos génekbe térképezett muta-
cidk vizsgilata sordn Benzer azt is észlelte, hogy ha egy gén két figgetlen mutaciét
hordozé alléljébe beépit egy harmadik mutaciét, akkor a harom mutaciét hordozé
fag vadtipusu plakkot produkal. Ezt az észlelést hasznalta f6l 1961-ben Crick munka-
tarsa, Sydney Brenner, aki a DNS két szila kozé beépiil6 proflavin festéket alkalma-
zott mutagénként, hogy bazispar-deléciét okozé és reverziét nem mutaté mutacikat
izoldljon a T4 fag rII B génjében (Crick et al. 1961). Elegans kisérletek soraval bizo-
nyitotta, hogy a DNS fehérjét kodolé nukleotidszekvencidja egymassal nem atfeds
triplet kddok sorabdl épiil fol, amelybél egy vagy két bazis kiesése a leolvasési fazist
eltolja, meggatolva funkcidképes fehérje létrejottét.
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Crick mar 1955-ben foltételezte, hogy a DNS-r6l egy hirvivé RNS szintetizaldodik,
amely templatként szolgal a fehérjék szintéziséhez. Az Albert Claude (1898-1983)
altal az 1930-as években bevezetett sejtfrakcionalasi és elektronmikroszképos méd-
szerek tovibbfejlesztésével 1955-ben George Emil Palade (1912-2008) roman szar-
mazasu citolégus folfedezi az endoplazmatikus retikulumot és a riboszémat. Ugyan-
ebben az évben Paul Zamecnik (1912-2009) amerikai biokémikus a fehérjeszintézis
sejtbeli lokalizaciéjat keresve, izotéppal jelolt aminosavak sorsit vizsgalja patkany-
majbol nyert frakcidkban. Azt talalja, hogy roviddel folvételiket kévetéen azok a ri-
boszéma-frakciéban halmozdédnak f6l. Mivel a dinitrofenol, amely blokkolta a mito-
kondriumokban az oxidativ foszforilaciét, gitolta a jelolt aminosavak beépulését a
riboszémékon szintetizal6d6 fehérjékbe, Zamecnik foltételezte, hogy ATP (ade-
nozin-trifoszfat) sziitkséges a fehérjeszintézisbe belépé aminosavak aktivaldsdhoz
(Hoagland et al. 1956). Zamecnik munkatdrsa Mahlon Hoagland (1921-2009) bizo-
nyitja, hogy a majsejtekbdl készilt kivonatokban a jelélt aminosavak 6sszekapcso-
l6dnak a jelolt ATP-vel. Tovabba azt is folfedezte, hogy ezutin ATP nélkul kovalen-
sen kot6édnek egy, a riboszémakat f6lépité rRNS-eknél jéval kisebb RNS-molekuldhoz
(Hoagland et al. 1958). 1956-ban Robert Holley (1922-1993) kéli baktériumbdl ké-
szult extraktumban kimutatja, hogy RN&z gatolja az izotép jelolt alanin beépiilését
fehérjékbe, majd izoldlja az alanint hordoz6 aminoacil transzfer RNS-t (tRNS-t), ak-
kori neve szerint az oldhaté vagy szolubilis SRNS-t (Holley et al. 1960). Az aminosa-
vat a riboszémahoz szallit6é tRNS folfedezése igazolta Crick foltételezését, miszerint
kell lennie egy adaptor RNS-nek, amely a DNS-r6l a hirvivé (messenger) mRNS-re
masolt informaciét felismeri a bazisparosodas térvénye szerint, és leforditja (,transz-
lalja”) azt fehérjék aminosavsorrendjére.

A hirvivé mRNS létezésére ismét genetikai kisérletek szolgaltattak bizonyitékot.
Lederbergékhez hasonléan, 1956-t6l Francois Jacob (1920-2013) Elie Wollmannal
(1917-2008) egyutt Jacques Monod (1910-1976) laboratériumdban, a parizsi Pasteur
Intézetben tanulmanyozta F-faktor, illetve A és P1 fag folhasznélasaval kéliban a cuk-
rok, vitaminok és aminosavak szintézisét befolydsolé génmuticidékat. Monod doktori
munkdjaban a tejsavas erjedést katalizalé baktériumok oszt6dasat befolydsolé fakto-
rokkal foglalkozott. Ennek sordn folfedezte, hogy a mikroorganizmusok a hozzafér-
het6 cukrok kézul mindig el8szor a glitkézt bontjik le, majd glitk6z hidnyaban folytat-
jak mds cukrok degradaldsat. Mivel ebben a diauxikus (egyik tdpforrasrél a masikra)
véltasnak nevezett folyamatban a glikéz jelenléte gatolta a laktdz (tejcukor) folhasz-
naldsat, Jacob és Wollman a laktézfelvételt és -lebontast irdnyité kéli génekben (lacZ,
Y és A) izoldlt muticidkat. A mutdns torzsek konjugaciés vizsgalatai soran félfedez-
ték, hogy gliikkdz jelenlétében a lacZ, Y és A mutacidkat nem lehetett komplementalni
vad tipusu alléljeikkel. Lederbergéktél kaptak egy galaktézhoz kapcsolt indolcsopor-
tot hordozé festéket (X-gal), amellyel kévethették a tejsavat (glitk6z-galaktéz) hasité
lacZ B-galaktoziddz enzim aktivitasat a felszabadul6 kék szin alapjan. Ezt a tesztet fol-
hasznélva, talaltak olyan lacl mutansokat, amelyek gliikdz jelenlétében is termelték
a -galaktozidaz enzimet. Ezek segitségével megallapitottak, hogy a lacI mutansban
alacZ, Y és A mutacidk glukoz jelenlétében is komplementédlhaték. Az eredmény azt
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jelezte, hogy a lacZ, Y és A gének, hasonléan a T2 fag rII I6kuszaban Benzer altal azo-
nositott cisztronokhoz, egy operacids egységben vagy operonban (10. dbra) kézdsen
szabélyz6dnak. Jacob és Monod feltételezték, hogy a lacI gén 4altal kédolt fehérje ga-
tolja, represszalja a lac operonban taldlhaté gének kifejez6dését. Ugyanakkor azt ész-
lelték, hogy laktéz jelenlétében a muténs lacl torzsbe bevitt vad tipusi lacI* represszor
nem volt mikodéképes. Kovetkezésképpen nyilvanvaléva valt, hogy a f-galaktozidiz
enzim szubsztratja gitolja a represszor miikodését, és ezéltal aktivalja a lac operont.
Emellett talaltak olyan mutaciékat, amelyek a lacI* represszor jelenlétében is lehet6vé
tették a lacZ B-galaktozidaz enzim termel8dését. Ebbdl kovetkezett az a foltételezés,
hogy a lac operonon kell olyan operdtor DNS-szekvencidknak jelen lennitk, amelyek
negativ médon szabdlyozzdk a lacZ, Y és A egyuttes kifejezédését a lacl represszor ko-
tése altal. Végiil azonositottak olyan mutaciokat, amelyek akkor is meggatoltik a lacZ,
Y és A gének miikodését, ha a represszort inaktivaltik laktdzzal vagy a lac mutdcié-
val. Ez arra utalt, hogy bizonyos tdmogaté vagy prométer DNS-szekvencidk is sziik-
ségesek a lac operon miikodéséhez. A mutdcidk sorrendjének térképezése folderitette
a lac operon struktarajat, amelyben a prométert kévette a represszort kotd operator,
és sorban az operon lacZ, Y és A fehérjéket k6dol6 génjei. Mivel az emlitett mutaciok
mind szabalyoztak az enzimaktivitdsa alapjan kénnyen kévethet6 lacZ B-galaktozidaz
fehérje szintézisét, logikus volt az, hogy valamilyen koztes hirvivé RNS-nek léteznie
kell. Mintegy melléktermékként, Jacob és Monod 1961-es legendas kozleménye azt
is ismerteti, hogy kilénbo6z6 galaktéz- és laktdzszarmazékok eltéré hatasfokkal in-
aktivaljak a lacl represszort (Jacob és Monod 1961). Ezért foltételezték, hogy ezek a
vegylletek a lacl represszor térszerkezetét és DNS-kots képességét atalakitjik, azaz
allosztérikusan szabalyozzak. Az allosztérikus szabalyozas kiemelkedé szerepét a ké-
s6bbi enzimolégiai kutatdsok fényesen igazoltdk. Ugyancsak a lac operon torténeté-
hez kotédik a glitkéz represszidt szabalyozé mdsodlagos hirvivé, a ciklikus AMP sza-
bélyoz6 funkcidinak folfedezése 1967-ben, Monod magyar szarmazasi munkatarsa
Ullmann Agnes altal (Ullmann és Monod 1968).

1961-ben Jacob és Brenner atutaznak Meselsonhoz Delbriick pasadénai (Caltech)
laboratériumaba, hogy megismételjék Elliot Volkin (1919-2011) és Larry Astrachan
1956-58-ban kozolt eredményeit (Volkin et al. 1958). Volkin és Astrachan azt talalta,
hogy T2 és T7 fagfertézést kovetd elsé 20 percben az E. coli K12 térzsben nagy meny-
nyiségl P* izotéppal jelolt RNS termelddik, amelynek bazisosszetétele megegyezik a

| Prométer Operator Fehérje1 génje Fehérje2 génje | Fehérje3 génje |
v v 3 v v

ViV /4

10. abra. Egy atlagos operon felépitése. Az operon a DNS egy reguldciés egysége,
amely egy promoter és egy operator szakaszbdl, valamint rendszerint tébb fehérjekodolo génbdl all.
Az operon mikddésének készonhetSen koordinéltan szintetizalt fehérjék jellemzsen
egy adott feladat elvégzéséhez szitkségesek (pl. a lakt6z szintéziséhez)
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fag DNS-ek bazisosszetételével (uracilt timidinnek megfeleltetve). Brenner, Jacob és
Meselson a recipiens sejtek riboszémadit nehéz N*° és C3 izotépokkal jelslték, majd a
T4 fagfert6zés el6tt P2 izotépot adtak, és 7 percet kovetéen a sejteket 6sszekeverték
50-szer nagyobb mennyiségi N4, C*2 és P*! izot6pon nétt sejtekkel. A nehéz és kony-
ny( riboszémakat cézium-klorid-gradiensen elvélasztva azt talaltak, hogy a P3*-jelolt
RNS, amely a fag DNS-hez hasonlé bazisosszetételt mutatott, az N** és C*? izotépok-
kal jelslt nehéz riboszémadkkal egytitt tilepedett. Ugyanezt a kisérletet megismételték
ugy, hogy az RNS helyett a nehéz N** és C*® izot6pokkal jelolt fagfert6zott sejteket
kén S* izotéppal jelolték, amig a kontroll sejtek N, C'? és S*? izot6pon néttek. Az
RNS-hez hasonléan, az Gjonnan szintetizalt S**-jelolt, fag RNS altal kédolt fehérjék is
a nehéz N™ és C*® izotépokkal jelolt riboszomakkal egyiitt tlepedtek. Ezzel lényegé-
ben bizonyitottak, hogy a f4g DNS-r6l RNS, majd fehérje szintetizdlédott a riboszé-
makon (Brenner et al. 1961).

1961-ben Meyerhof koradbbi tanitvinya, a spanyol szdrmazasu Severo Ochoa de
Albornoz (1905-1993) és munkatirsa, Marianne Grunberg-Manago (1921-2013)
Azotobacter vinelandii baktériumbdl izolaltak egy polinukleotid foszforilaz/reduktiz
enzimet, amely lehetévé tette poliribonukleotidok kémcsébeli szintézisét ribonuk-
leotid difoszfatokbdl. Ezt az enzimet haszndlta {6l poliuracil szintézisére Marshall
Nirenberg (1927-2010, NIH, Bethesda) és kollégsja, Heinrich Matthaei bonni bio-
kémikus, valamint Ochoa munkatérsa, Lengyel Péter (aki Straub F. Bruné tanitvianya
volt, majd 1956-ban kivandorolt New Yorkba) és Joseph F. Speyer (1926-1998, aki
1939-ben hagyta el a hitleri Németorszigot). Nirenberg tisztitott kéli riboszémakhoz
adott jelolt aminosavakat, amelyeket Holley mddszere szerint enzimmel kapcsolt a
tisztitott tRNS-ekhez. Lengyel, Zamecnik mddszerével tisztitott patkdnymajbol ribo-
szomat és koli extraktumot hasznalt az aminoacil tRNS-ek eléallitasara. Poliuracil-
r6l mindkét in vitro transzldciés rendszerben jelslt polifenilalanin szintetizalédott a
riboszémdkon jelezve, hogy a fenilalaninért felelés kéd az UUU triplet (Lengyel et
al. 1961; Nirenberg és Matthaei 1961). Ezt kovetéen kilénb6z6 ardnyokban kevert
kétfajta ribonukleotid difoszfatbdl szintetizaltak polimereket, és a létrejott tripletek
(pl. AAA, AAU és UAA, AUU és UUA, AUA és UAU) aranyanak megfelelen viltozé
aminosav-osszetétel meghatarozasaval folytattdk a fehérjekod foltorését, egy év alatt
tobb mint 40 cikket kozolve.

Har Gobind Khorana (1922-2011) zsenialisindiai szdrmazasuvegyész1960-61-ben
kidolgozta az oligo- és poliribo-, illetve dezoxiribonukleotid-szintézis és -lebontas
modszereit (Khorana 1960). Nirenberg munkatarsa, Philip Leder félfedezte, hogy az
in vitro transzliciés reakciéban a riboszéma a jelolt tRNS-sel egyutt izolalhaté, ha
mRNS-ként hasznilt oligo- vagy poliribonukleotid jelen van. Leder tovabba azt ész-
lelte, hogy egy ribonukleotid triplet is elegendé a riboszéma-tRNS komplex stabiliza-
lasahoz. Ennek alapjan kidolgozott egy nitrocelluldz filterkotési eljarast, amelyben a
jelolt tRNS-riboszéma komplexek csak akkor maradtak fénn a filteren, ha a riboszé-
man a ribonukleotid triplethez két6dott a jelélt aminosavat hordozé tRNS (Leder és
Nirenberg 1964). Khorana csoportja hasonlé médszert hasznalt két, harom, illetve
négy nukleotidismétldést hordozé6 mRNS-ek transzlacidjara, amely egyben megen-
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gedte a stopkodonok azonositasat is (Khorana 1965). Az aminosav-kédszétar megha-
tarozasa mellett ezek a kisérletek azt is kimutattdk, hogy a riboszéma az mRNS-ben
kédolt triplet informdciét 5'-3’ irdnyban olvassa le.

Az, hogy az aminosavak kézotti peptidkétés milyen irdnyban térténik meg, Howard
M. Dintzis kisérleteibél deriilt ki 1962-ben (Naughton és Dintzis 1962). Mivel szinté-
zisitk sordn a fehérjék a riboszémakkal egyiitt izolalhatdk, Dintzis vorosvérsejtekbol
készitett transzlaciés rendszerben tanulményozta C**-arginin beéptilését a riboszéma-
kon szintetizal6d6 hemoglobin fehérjébe, kiillonbozé jelolési idoket hasznélva. Vizs-
galataiban félhasznalta Frederick Sanger (1918-2013) protedzemésztésen és amino-
csoportok fluoro-dinitrobenzol jel6lésén alapulé moédszerét, amellyel Sanger mar
1951-55-ben meghatérozta a cukorérzékenységet szabélyozé inzulin hormon A és B
lancainak aminosavsorrendjét (Sanger 1959). A riboszémékon a félig kész hemoglo-
binmolekuldk C-termindlis végén jelent meg el6szor a C**-arginin jel, majd hosszabb
inkubdacids id6 utdn az izot6p beépiilése az N-terminushoz kézelebbi hemoglobin pep-
tidekben is észlelhet$ volt. Ez azt mutatta, hogy a félig kész hemoglobinmolekuldk
N-terminusa mar megszintetizdlédott, amikor a C-terminusba még beépitheté volt
C'*-arginin. Ennek alapjan Dintzis megdllapitotta, hogy a transzlaciéba belépé uj
aminosav aminocsoportja az el6z6 aminosav karboxilcsoportjaval képez peptidkétést.

Sanger els6 inzulinszekvencidi mar jelezték, hogy minden fehérje egy kezdé for-
mil-metionin-csoportot hordoz. Sanger és Kjeld Marcker 1964-ben izoldltdk a for-
mil-metionin tRNS-t, és megallapitottak, hogy az az ATG start kodont ismeri {6l az
mRNS-ekben (Marcker és Sanger 1964). 1967-re a Sanger-csoport meghatédrozta a
koli riboszéma rRNS-ek kozil a legkisebb 5S RNS szekvencidjat is (Brownlee et al.
1967). Végiil, a transzlacié folyamatdnak teljes megértéséhez dontéen hozzéjarult,
hogy Holley és munkatérsai 1964-re meghataroztdk az alanin tRNS teljes szekvenci-
djat és annak l6here formdju térszerkezetét, amelyben megtaldltdk az aminosav ko-
donnal parosodé komplementer triplet szekvencidjat (Holley et al. 1965a, b). Ezzel
1966-ra ismertté vilt, hogy a fehérjeszintézis sordn az mRNS aminosav kodonjai és
a tRNS-ek éltal hordozott komplementer tripletek (antikodonok) parosodnak. Igy,
a bazisparosodas torvényei alapjan az mRNS-ben térolt informacié a tRNS-ek segit-
ségével irdnyitott médon meghatarozza a szintetizal6dé fehérjékbe beéptlé amino-
savak sorrendjét.

Akédszétarban 61 kodon felel meg 20 aminosavnak, a tovabbi harom triplet (UAA,
UGA és UAG) stopkodon. Az azonos aminosavat kédolé tripletek els6 két nukleotidja
mindig azonos, mig a harmadik valtozhat. Ennek alapjan Crick 1966-ban megéllapitja,
hogy bizonyos aminosavak esetén a kodon degeneralt és ,16ty6g” (Crick 1966). Ennek
egyik kovetkezménye az, hogy a kodon harmadik nukleotidjit mas nukleotidra kicse-
rél6 ,csendes” mutdcidk ugyanannak az aminosavnak egy masik kodonjat hozhatjak
létre, és ezért a fehérje szekvencidja ilyen mutacidk esetén nem véltozik.

A DNS-r6l mRNS-t szintetizal6 RNS-polimeraz enzim félfedezése és tisztitisa ne-
hezebbnek bizonyult, mert az izotéppal jel6lt ribonukleotidok, kiilénb6z6 enzimek-
nek (pl. poliA-polimerdz, CCA tRNS nukleotidil-transzferaz stb.) koszénhetéen, DNS
templat hidnyaban is beépiiltek RNS-molekuldkba. Egy évtized munkdja utin, vé-
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gil 1961-ben Jerard Hurwitz New York-i laboratériuma Khoranatél és Kornbergtél
kapott polidezoxiadenin és polidA-dT templatokon egy részlegesen tisztitott enzim
segitségével kimutatta poli-uridin és poliA-U szintézisét in vitro (Furth et al. 1961).
Ugyanebben az évben Samuel B. Weiss, Audrey Stevens és Paul Berg csoportjai is be-
szamoltak az RNS-polimeraz enzim tisztitdsarol.

1962-ben Berg csoportja kimutatta, hogy kétszala ®X174 DNS-rél minkét szal at-
irhaté RNS-sé, és az RNS termék nem marad a DNS-hez kétve DNS-RNS hibridként,
azaz a DNS templat az 4tirds utdn is megtartja kett8s szalu spiral szerkezetét. Ezzel
Berg laboratériuma bizonyitja, hogy szemben a DNS szemi-konzervativ replikacié-
javal (ahol a sziil6i szél egyiitt marad az Ujonnan szintetizalt szallal), az RNS kon-
zervativ médon (a DNS-szalakat elhagyva) masolddik le a bazisparosodds toérvényé-
nek megfeleléen a DNS-r6l (Chamberlin és Berg 1962). Innen ered a trasz-szkript,
transz-iras és a transzkripcié elnevezés is.

Ezzel lényegében bizonyitotta valt a genetika ,koézponti dogmaja”, amely szerint a
DNS-ben tarolt informdacié a transzkripcié folyamata sordn egy DNS-fiiggé RNS-po-
limeraz altal 5’-3’ irdnyban komplementer hirvivé mRNS-re irédik. Ezt kovetben az
aminosavkédot hordozé mRNS tripletek bazisparosoddsa 5'-3’ irdnyban az amino-
savakkal toltott tRNS-ek komplementer antikodonjaival irdnyitja a riboszémakon az
N-terminalis formil-metionin ATG kodonjatél a C-terminalis aminosav helyzetét de-
finidlé stopkodonok irdnyaban a fehérjék szintézisét. Az informacié atvitele az uté-
dokba a DNS, illetve RNS szemi-konzervativ replikaciéjaval térténik. Ezt a Crick altal
,kozponti dogmanak” nevezett elvet egészitette ki David Baltimore (Massachusetts
Institute of Technology, MIT), Howard Temin (1934-1994) és Satoshi Mizutani (Wis-
consin-Madison Egyetem) felfedezése 1970-ben, amelyben megallapitottak, hogy a
rdgcsalé leukémia (R-MLV) és Rous szarkéma (RSV) tumorvirusok RNS-ei kédol-
nak egy RNS-fuggé DNS-polimerazt (reverz-transzkriptizt), amely a virus RNS-r8l
DNS-t szintetizal, ami ezt kovetSen beépiilhet a gazda kromoszémadiba (Baltimore
1970; Temin és Mizutani 1970). Azaz, az informaciéatvitel RNS-rél DNS-re is lehet-
séges. Ezzel szemben semmilyen bizonyiték nem utal eddig arra, hogy informaci6 to-
vabbitédna fehérjékrél DNS-re vagy RNS-re.

Rekombindns DNS-technoldgia

Amint eddig lattuk, az 1960-as évek végére a génekben tirolt informacié megisme-
réséhez rendelkezésre alltak a DNS és RNS szintéziséhez és lebontasidhoz szitkséges
enzimek, in vitro fehérjetranszliciés rendszerek, oligonukleotid, peptidszintézis, izo-
topjelolési, sejtfrakcionaldsi, enzimoldgiai, valamint az anyagcsere-folyamatok fel-
tarasat és fehérjék kimutatdsat segité analitikai és immunoldgiai médszerek, és az
RNS nukleotid- és fehérjék aminosavsorrendjét meghatdrozo szekvenaldsi technikak.
El6szor természetesen a fag-, virus- és baktériumgenetikdival foglalkozé csoportok —
amelyekben az emlitett korszakalkoté folfedezések és azokat el6segité 4j technikak
megsziilettek — 1éptek 4t a molekuldris biol6giai kutatasok 1j korszakaba.
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1959-62-ben Julius Marmur (1926-1996) a Harvard Egyetemen fag, baktérium
és csecsem@mirigy DNS-ek hédenaturicidjanak vizsgalata sordn megallapitja, hogy
kulénb6z6 DNS-ek valtozé GC:AT tartalmuknak megfeleléen eltérd hémérsékle-
ten ,olvadnak meg”, alakulnak at kett8s szali formabdl egyes szala formaba, amely
megemeli 260 nm-es UV-fény-abszorpciéjuk értékét (Marmur és Doty 1962). Ezt az
észlelést haszndltak fol 1968-ban Roy John Britten (1919-2012) és kollégai, hogy
fragmentalt DNS-szekvencidkat vilasszanak el egymastdl kilonboézé hémérsékleten
észlelt kiolvadasuk, denaturaldsuk alapjan. Ezt az tette lehetévé, hogy az egyszala
DNS cellul6z, nitrocelluléz vagy hidroxilapatit hordozdkon egyszerten elvalaszthaté
a kettds szdlut DNS-fragmentektdl. A szélelvalasztas utdn a hémérsékletet fokoza-
tosan Gjra csokkentve a harom hidrogénkotéssel kapcsol6dé GC péarokat tartalmazé
DNS-szakaszok gyorsabban béazisparosodnak (reasszocialnak vagy hibridizdlnak) is-
mét kettds szald DNS-sé. Britten és csoportja 1968-ra baktérium, kovamoszat, Eug-
lena, névény, éllati és emberi DNS-ek 6sszehasonlité vizsgilata alapjan megallapit-
jék, hogy a magasabb rendi (eukariéta) organizmusok kromoszémaiban rendkiviil
sokfajta ismétl6dd, un. repetitiv DNS-szekvencia halmozédott 6] az evolicié sordn
(Britten és Kohne 1968).

Fiers és Sinsheimer sikeres ®X174 DNS izolalasi kisérlete nyoman, 1960-tdl a
Vinograd éltal kifejlesztett CsCl, egyenstilyi centrifugalas altaldnos analitikai és pre-
parativ médszerként elterjed a cirkularis és linedris DNS-molekuldk vizsgalataban.
Hershey ezzel a mddszerrel tisztitja 1963-ban a A-fag DNS-ét, majd kimutatja, hogy
a fag DNS-t egy ,ragadds vég”, két egymdssal atfedd, bazisparosodé rovid egyszala
DNS-szakasz kapcsolja korré, amely hékezeléssel szétvalaszthaté (Hershey és Burgi
1965). A DNS-denaturélds/-renaturalas technikdjat alkalmazva fehérjefilmre réteg-
zett DNS heteroduplexek készithetsk, amelyekben a deléciok/inszerciok nagysaga és
helyzete mérhet6 a Kleinschmidt és Zahn &ltal 1959-ben kidolgozott elektronmikro-
szképos technikaval (Kleinschmidt és Zahn 1959). 1963-ban John Forster Cairns an-
gol genetikus izotéppal jelolt DNS-t rétegzett filmemulziéra, majd autoradiografidval
lathaté6va tette a koli kérkromoszéman haladé replikdciés hurkokat. Egyben igazolta
Jacob és Wollman genetikai térképezési eredményeit, amelyek azt mutattak, hogy a
kéli genom cirkularis (kor alaka) (Cairns 1963).

1963-ban Vinograd bevezeti a ligos CsCl, gradiens DNS-tilepitési médszert, amely
azon alapul, hogy a DNS két szdla nemcsak melegitéssel, de lagos kezeléssel is elva-
laszthatd. Szemben a A-fdg DNS-ével, a kovalens kotéssel cirkularizalt DNS-molekuldk
nem kitekerhet8k (denaturdlhaték) sem luggal, sem hével, és ezért gyorsabban tle-
pednek a CsCl, gradiensben. Vinograd, valamint Luria és Delbriick tanitvdnyai Renato
Dubelcco (1914-2012) és Marguerite Vogt (1913-2007), akik a bakteriofag genetika-
rol atvéaltottak human tumorvirusok kutatasara, alkalikus gradiens centrifugaldssal
kimutatjdk, hogy a polyoma PY virus kettds szl cirkularis DNS-t hordoz (Dulbecco
és Vogt 1963; Weil és Vinograd 1963). Vinograd azt is folfedezi, hogy a cirkularis
polyoma DNS két sdvban tlepszik. Egyikben szupercsavarodott (szuperhelikalis),
amasikban nyitott cirkularis virus DNS-molekulakat talél elektronmikroszképos vizs-
galatokkal. Ennek alapjan megéllapitja, hogy a DNS-spirdl magasabb rendi strukta-
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rakat képez, amelyek f6lbonthatok, relaxalhatok, ha a cirkularis DNS-molekula egyik
szala torést szenved. Ez megnyitotta az utat az egyszala térést, majd jraegyesilést
katalizalé topoizomeraz enzimek tisztitisdhoz, amelyek koziil az els6t (DNS-girazt)
James C. Wang azonositotta kéliban 1971-ben a Berkeley egyetemen (Wang 1971).
Innen indulnak a DNS-topoldgia tovabbi kutatdsai, amelyek késébb félderitik, ho-
gyan szabélyoz6dik a DNS kitekeredése az RNS-szintézis és DNS-replikacié soran,
illetve hogyan szervezédik a DNS a kromoszémakat alkoté kromatinfonalakba.

1963-ban Pauling tanitvianya, Leonard Solomon Lerman (1925-2012) felderiti
a DNS két szala kozé beépulé (interkalal6do) és replikaciét gatlé fluoreszcens fes-
tékek (pl. ethidiumbromid) hatdsmechanizmusét (Lerman 1963). 1967-ben Vinog-
rad kimutatja, hogy az ethidiumbromid beépulése a DNS-be lecsokkenti a linearis
és nyitott cirkularis formak strtségét, és ezaltal a szuperhelikalis kérbezart DNS-ek
kénnyen izolalhatok ethidiumbromid-CsCl, slirtiségi-egyensulyi gradiens centrifuga-
lassal (Radloff et al. 1967). Ennek félhasznaldsival szdmos human virus (pl. SV40,
papilloma, polyoma stb.), bakteriofdg (A, M13, P22 stb.) és mitokondrium DNS kinye-
rése utan, 1967-ben Donald R. Helinski (UC San Diego) azonositja az elsé cirkularis
plazmid DNS-t Proteus mirabilis-ben, amely felelés az enterobakteriumokat megélé
bakteriocid colicin E1 termeléséért (Roth és Helinski 1967). Ezutan kimutatja, hogy
a koli kromoszémaéba a triptofan operon kézelébe beépiil, majd onnan azt konjuga-
ciéval mobilizalé ColVB szexfaktor is egy cirkularis plazmid, amely hordozza a T1 fag
érzékenységéért, colicin V és B toxinok termeléséért, valamint triptofan és cisztein
aminosavak bioszintéziséért felelds géneket (Hickson et al. 1967). Ezzel egyben de-
monstrédlja, hogy a genetikai médszerekkel plazmidokba vitt kromoszomalis gének
feldusithatok és izoldlhatdk, azaz a plazmidok természetes génatviteli vektorként
alkalmazhatok.

1960-ban japan kutaték beszamolnak olyan R szexfaktorok létezésérsl, amelyek
tobbszoros antibiotikumrezisztencia-gént hordoztak, és képesek konjugiciéval kro-
moszomdlis géneket mds baktériumba 4tjuttatni (Akiba et al. 1960). Mar Hotchkiss
sztreptomicinrezisztencia-gént felhaszndlé kisérletei 6ta kozismert, hogy sokkal
egyszeribb és hatdsosabb antibiotikum-rezisztencidra szelektalni a konjugacié vagy
transzformacio soran, mint a bakteriocinok termelésére, amely specidlis torzsek alkal-
mazasahoz kotott. Ezért Helinski, Stanley Norman Cohen (Stanford Egyetem), Stan-
ley Falkow (Seattle, Stanford), Naomi Datta (1922-2008, London) és sokan masok
tobb tucat R plazmidot jellemeznek 1966 és 1970 kozott. Cohen 1972-re kifejleszt egy
kalciumkezelést és rovid h6sokkot alkalmazé médszert, amellyel kéliba transzformalja
a tobbszoros antibiotikum-rezisztenciit hordoz6 R64-11 és R6-5 plazmidok DNS-ét
(Cohen et al. 1972). Ugyancsak 1972-ben kozli, hogy mechanikusan félszabdalt R6-5
DNS cukorgradiensen szétvalasztott fragmentjeit kéliba transzformalva sikertlt elké-
sziteni egy sokkal kisebb tetraciklinrezisztencia-gént hordozé plazmidot, a pSC101-et.
Ezzel kimutatta, hogy kis gyakorisaggal bar, de a linedris DNS-fragmentek egymassal
osszekapcsolddnak, ligdlédnak kéliban. Azaz a plazmidok replikaciéjaért felelés DNS
szakaszai 6sszeépithet6k mas DNS-fragmentek 4ltal hordozott rezisztenciagénekkel,
és ezaltal 4j rekombinans plazmidok készitheték (Cohen és Chang 1973).
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A DNS-t hasité enzimek kutatdsat Luria és Giuseppe Bertani 1952-53-as megfi-
gyelései inditjdk el, amelyek azt mutattdk, hogy a koli C térzsén szaporitott A-fig
kb. egymilliomod része képes csak kéli K torzson szaporodni. Lederberg és Mesel-
son, valamint Werner Arber svajci genetikus ezt a gatl6 ,restrikcids” aktivitdst a A-fag
DNS degradélasanak tulajdonitottdk mar 1962-64-ben. 1968-69-ben tisztitjak kia K
torzsbdl a restrikciés aktivitasért felel6s I-es tipusu restrikcids endonukledzt, amely
ugyan specifikus szekvenciit ismer f6l, de a DNS-t véletlenszer(ien hasitja (Meselson
és Yuan 1968; Arber és Linn 1969). 1979-ben Hamilton O. Smith és munkatarsai két
4j, Il-es tipusu restrikciés enzimet (HindII és HindlIIl) tisztitanak Haemophilus inf-
luenzae-bél (Smith és Wilcox 1970). Kathleen Danna és Daniel Nathans kollégaik a
Johns Hopkins Egyetemen (Baltimore) f6lfedezik, hogy a hat nukleotidot félismer6
HindlIIl enzim a cirkuldris SV40 DNS-t csak néhany fragmentre hasitja. A HindIII f61-
hasznélasaval elkészitik az SV40 DNS restrikcids fragmentekbdl ésszeallitott fizikai
térképét, amely a DNS méretét kilobazispar (kb) egységekben mutatja (Danna és Nat-
hans 1971). A DNS-fragmenteket méretiik szerint kezdetben a fehérjék és RNS elva-
lasztdsdhoz hasznalt poliakrilamid gélelektroforézissel szeparéljak (Loening 1967).
Ezt a médszert 1977-ben folvaltja a ma is hasznélt ethidiumbromidot tartalmazé
agaroz lap elektroforézis technika, amellyel a DNS-fragmentek UV-fényben lathatéva
tehetdk, és egyszert elektroeluciéval a gélbél izolalhaték (McDonell et al. 1977).

1973-ban harom amerikai laboratérium koézli rekombindns plazmidok elkészité-
sét. Ezt nagyban elésegiti, hogy R. N. Yoshimori, Herbert W. Boyer PhD-hallgatéja
1971-ben kitisztitja a koli RY13 térzsbél a méasodik ismert restrikciés enzimet, az
EcoRI-et. Paul Berg és munkatarsai egyetlen EcoRI helyet azonositanak az SV40 virus
DNS-ében. Az SV40 EcoRI hasitéhely 3’ végein egyszala oligo-dA szakaszokat szin-
tetizdlnak borju csecsemémirigybél izolalt termindlis transzferdz enzimmel. Ezek
utdn izolaljak a transzdukal6 Advgal fag DNS replikiciés origéjat és a galaktéz ope-
ronjat hordoz6 EcoRI fragmentet, majd hasonléan meghosszabbitjak annak 3’ végeit
oligo-dT szintézisével. A két DNS-t, az oligo-dA és oligo-dT szakaszaik bazisparoso-
désa utdn osszekapcsoljak DNS-ligaz-kezeléssel. Igy elkészitenek egy rekombinans
SV40 virust, amely hordozza a galaktéz operont és a Advgal fag néhany génjét (Jackson
et al. 1972). Peter Lobban és Armin Dale Kaiser két P22 fag DNS-molekulat kapcsol
6ssze hasonl6 médszerrel (Lobban és Kaiser 1973). Végil Cohen és munkatarsai az
altaluk kordbban izolalt (Cohen és Chang 1973) kis, tetraciklin-rezisztenciat hordozé
pSC101 plazmid egyetlen EcoRI helyére, a hasitéhely ragadés végeit DNS-ligdzzal
zarva, beépitik az R6-5 plazmid szdmos EcoRI fragmentjét. Egy neomicin- és szulfon-
amidrezisztencia-géneket hordozé EcoRI fragment beépitésével igy elkészitenek egy
4j vektort mds DNS-fragmentek hasonlé médon térténd feldusitasara, klénozdsara
(Cohen et al. 1973).

Az 1973-ban megsziileté rekombinidns DNS-technolégia 6ridsi tavlatokat nyi-
tott meg a molekuldris biolégiai kutatasok el6tt. A gének fizikai térképhelyzet-
ének meghatdrozdsa utdn barmely gén DNS-ét a klénozési technikéval fol lehetett
dusitani és szekvencidjat meghatarozni. A gének kédold régiéit kombinalni lehe-
tett mas gének prométereivel kiillonbozé génexpresszids vektorokban, hogy azokrdl
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pl. laktéz-indukalhaté médon kéliban fehérjét lehessen szintetizdlni. A Berg-labor 4l-
tal kifejlesztett oligo-dT és oligo-dA meghosszabbitasi technika lehet6vé tette a poliA
végeket hordozé eukariéta mRNS-ekrdl reverz-transzkriptazzal nyert komplemen-
ter cDNS-ek plazmidokba épitését és az dltaluk kédolt fehérjék szabalyozhaté szin-
tézisét kéliban, illetve mas baktériumokban, valamint késébb élesztében és tenyész-
tett 4llati vagy human sejtekben. Tovabba két gén kédolé régidit kombindlni lehetett
ugy, hogy a hibrid gén 4ltal kédolt fuziés fehérje a cimkézésre hasznalt fehérjét fol-
ismer6 ellenanyaggal kovethet legyen. Es még millionyi mas lehetéség redlisnak lat-
szott, mint pl. 4j rdkgydgyszerek, hormonok, hatéanyagok, diagnosztikai médszerek
stb. kifejlesztése, amelyek hamarosan meg is valdsultak, Gjabb és Gjabb folfedezések
el6tt ajtdt nyitva a molekuldris bioldgiai kutatdsokban. Ugyanakkor a rekombinans
DNS-technolégia azonnal uzleti és pénzforrassa vélt. Cohen és Boyer a technolégidt
1980-ban sikeresen szabadalmaztattak. Masrészrdl, Berg kisérlete miatt, amelyben
egy potencialis humdn patogén virus (SV40) DNS-ébe vitte 4t egy bélfléraban is els-
fordulé mikroorganizmus (kéli) génjeit, a tudomdnyos vildg azonnal kritikaval élt, és
6nmaga megkezdte a rekombindns DNS hasznalatanak szigoru szabalyozdsit.
1975-ben Berg, a fejezetben emlitett genetikusok mellett szdmos jogdszt és poli-
tikust is meghivott a kaliforniai Monterey félszigetén talalhaté Asilomar konferen-
ciakézpontba, hogy a rekombinans DNS-technolégidk alkalmazasanak etikai, bizton-
sagi, kornyezeti stb. feltételeit megvitassak (Berg et al. 1975). Az a tény, hogy maguk
a vezetd kutaték gytltek 6ssze a lehetséges rizik6faktorok kisziirésére, mégpedig a
technoldgia bevezetése elétt, a kozvéleményben a genetikai mérnokséget az atom-
bombdhoz hasonlé veszélyességi szintre emelte, amelynek alkalmazdsat az azt kifej-
leszt6 atomfizikusok is hevesen vitattdk valamivel kordbban. Ezért a mérnokség he-
lyett inkdbb a rosszizii genetikai manipulaci6 fogalom terjedt el az Gjsdghirekben.

Az Asilomar konferenciit kévetSen a térvényes szabalyok kidolgozasaig két évre
betiltottdk a rekombindns DNS kisérleteket. Ezt kovetSen az alapkutatasok hatalmas
erdvel folytatédtak. Fiers laborja mar 1972-ben elkésziti az MS2 fag feji fehérjét ko-
dolé szakaszanak szekvenciajat (Min Jou et al. 1972), majd 1976-ban befejezi az MS2
RNS teljes szekvencidjat (Fiers et al. 1976). Ugyanebben az évben Walter Gilbert és
Allan Maxam kozlik a DNS bazisspecifikus kémiai hasitdsdn alapul6 4j DNS-szekve-
naldsi médszeritket (Maxam és Gilbert 1977). 1975-ben Edwin Southern kidolgozza
a DNS-fragmentek lugos denaturaldst kovetd atvitelét és kotését (immobilizdla-
sat) nitrocelluléz filterekre (Southern 1975). Szintetikus oligonukleotid primerek-
kel és DNS-polimerdzzal inditott DNS-szintézis reakciéval lehetévé valik barmely
DNS-szekvencia P* izot6p jelolése. A radioaktiv DNS prébak hibridizaci6javal a ha-
sonl6 komplementer szekvencidkat hordozé homolég gének igy egyszertien kimutat-
haték az agardz vagy poliakrilamid szekvenalé gélekrdl késziilt Southern-filtereken.
Hasonl6 médon a DNS-kot6 fehérjék, transzkripciés faktorok ,ldbnyoma” is megha-
tarozhaté keresztkotd vegyiiletekkel és DNazzal kezelt DNS-szekvencidkban.

1977-ben Sanger kozli méasodik Nobel-dijéhoz vezets ij DNS-szekvendlasi mddsze-
rét. Ebben adenin, guanin, citozin és timidin bazisanal6gokat hasznal az oligonukleo-
tidokkal inditott és DNS-polimerazzal végzett DNS-szintézis véletlenszert (un. lanc-
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termindciét okozé) ledllitdsara. Mivel a
lanctermindlds barmely nukleotidpoziciéban —_—
bekovetkezhet, az eredmény egy sor olyan
DNS-fragment, amelyek egymdstél csak egy
nukleotidhosszal kiilonboznek. Ezt kove-
téen, a fragmentek poliakrilamid gélen tor-
ténd elvalasztasaval a DNS szekvenciaja kony-
nyen leolvashatéva valt (Sanger et al. 1977b;
11. dbra). Ugyanebben az évben Sanger lekozli —

a ®X174 fag DNS teljes szekvencidjat (Sanger —_—
et al. 1977a), majd ezt koveti az SV40 virus
DNS-szekvencidja a Fiers-laborbél 1978-ban
(Fiers et al. 1978). Az éleszt6 alanin tRNS gén
teljes szintézisét leiré 1972-es koézleménye
(Khorana et al. 1972) utdn Khorana DNS-po-
limeraz és ligdz alkalmazdsaval 1979-ben 6sz-
szedllitja atfed6 oligonukleotidokbdl a szupp- —
resszor tirozin tRNS teljes hosszasagu génjét
(Khorana 1979). Ebben a génben a tRNS tiro-
zin antikodonja (GUA) mutaciéval egy olyan
antikodonnd alakult (CUA), amely képes a
stopkodonnal (TAG) pérosodni és igy a fe- —
hérjeszintézis ledlldsat egy tirozin beépitésé- G CAT
vel meggatolni. Nem utolsésorban 1979-ben
megjelent az elsé kozlemény, amely leirta a
cukorbetegség kompenzalasdhoz nélkilézhe-
tetlen inzulin termeltetését kémiailag szinte-
tizalt inzulin cDNS-ekr6l kéli baktériumban
(Goeddel et al. 1979). Ezek utan 1980-ra elké-
szult a rekombinans DNS-technikaval izollt
human inzulin gén szekvenciaja (Bell et al. 1980).

A fejezet végén az olvasé joggal teszi fol a kérdést, hogy mi tortént a névényi kuta-
tasok tertiletén a nagy biolégiai folfedezésekhez vezeté 1950-1980-as években. Ho-
gyan folytatédott az az impressziv fejlédés, amely a kutatdsokat eljuttatta a mendeli
szabélyok megismerésétél a modern citogenetikai eszkozoket alkalmazé névényne-
mesités kimagaslé eredményeihez? Miért nem taldlkoztunk ebben a fejezetben olyan
folfedezésekkel, amelyek a névényi gének vizsgalataibdl sziilettek? Amint azt a kévet-
kez6 fejezetben latni fogjuk, ezekre a kérdésekre az egyszerti valasz az, hogy a géneket
hordozé DNS bejuttatdsara novényi sejtekbe, a természetes megtermékenyitésen ki-
vil, 1983-ig nem allt rendelkezésre semmilyen alkalmas technika, sem transzforma-
ci6, sem konjugacié, sem virus transzdukcié. A névény-transzformaciéhoz szitkséges
eszkozt, éppen negyven évvel ezel6tt, egy névényi kérokozoé baktérium, az Agrobacte-
rium tumefaciens tumorindukcidért felelés Ti-plazmidjanak folfedezése szolgaltatta.

(gn]np-p-TulubTeleleluntulnt Tululelnb -5 -5 -5 Jelelnteleb-Tn!

11. abra. Egy DNS-szekvenal6 gél
(Sanger-mdédszer) részletének sematikus
abrazolasa, a leolvasas iranyanak (nyil) és a
leolvasott szekvencianak a feltiintetésével
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3. A molekularis névénybiolégia mérfoldkovei a transzformaciétél
a genominformatikai robbanasig

Osszefoglalas

Ez a fejezet a molekularis névénybiol6gia elmult negyven évének torténetét ismerteti, néhany hazai tu-
domanyos eredményt is megemlitve. A szomatikus sejthibridiz4cié fejlddésének és a névénybiolégia mo-
delljének valasztott ludfi genetikai rendszerének (Arabidopsis) attekintése utdn megtudhatjuk, hogyan
valt az agrobaktérium transzferalt DNS-e altalanos génatviteli vektorként a molekuldris novénygenetika
alapeszkozévé. Az Arabidopsis teljes genom szekvencidjanak elkészitéséhez vezetd kutatdsi programot
kovetSen megismerhetiink szamos olyan 4j technolégiat, amelyekkel a névényi gének szekvencidja nagy
pontossaggal és célzottan médosithaté. Végiil, a harom tudomdnytorténeti fejezet egymasra épulé tudas-

anyaga alapjan megvizsgaljuk azt a kérdést, hogy kell e félniink a genetikailag médositott névényektsl.

Summary

This chapter provides an overview on brief history of past forty years of plant molecular biology by men-
tioning some contributions from Hungarian researchers. After reviewing some achievements in the area
of somatic cell hybridization and describing how the establishment of an excellent genetic system led to
choosing Arabidopsis as an accepted model in plant biology, we learn how the transferred DNA (T-DNA)
of Agrobacterium became a general gene transfer vector and basic tool of plant molecular biology. Next,
we gain an insight into an internationally coordinated project that led to completion of full length se-
quence of the Arabidopsis genome, and become familiar with several new technologies that permit tar-
geted modification of plant genes at the highest preciseness. Finally, based on the pyramided knowledge
discussed in the three chapters, we shall examine the intriguing question whether one needs to fear and

prohibit genetically modified plants.
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LA dolgoktol az életben nem félni kell, hanem azokat megérteni.
Itt az idd, hogy tobbet értsiink és kevesebbet féljiink.”
(Marie Curie)

Az 1970-es évek elején elindul a rekombinadns DNS-technolégia, a genetikai mérnok-
ség robbandsszert fejlédése. A fag-, virus-, baktérium-, éleszté- és Drosophila-gene-
tika teriiletén az Gj folfedezéseket és mddszereket ismertetd kozlemények heti, s6t
napi ritmusban jelennek meg. Napjainkban masodpercenként tobb tucat kézleményt
kuldenek a molekularis biolégiaval foglalkozé kutaték a folydiratokhoz. Mivel a tert-
leten dolgozé laboratériumok szdma néhany szazrdl szazezer f5lé emelkedett az el-
mult negyven év alatt, az dsszes lényeges folfedezés cimszavas megemlitése is tobb
ezer kotetes enciklopédia kiadadsit igényelné. Ezért, mint az el6z6 fejezetekben is tet-
tuk, torténeti attekintéstinkben tovédbbra is azt kévetjik, hogyan valt ismertté a tu-
lajdonsagokat meghatarozé gének szerkezete, szabédlyozasa és organizmusok kézotti
természetes atvitele. Emellett, a teljesség igénye nélkil, ebben a fejezetben betekin-
tunk a tudomanyos fejlédés egyes fejezeteinek hazai torténetébe is. Miel6tt tovabb-
lépiink, és megismerjik, hogyan tette lehetévé a genetikai mérnokség a novényi élet-
funkciék molekularis szinti megismerését, foglaljuk 6ssze roviden az eddig targyalt
ismereteket.

A génatvitel és mutagenezis természetes folyamatok

A nagy felfedezések és felfedezdk torténetét kovetve megismertik azokat az alapfo-
galmakat, amelyek alapjin az olvasé konnyen megértheti, hogyan is lehet félderiteni
a gének funkciéit és szabélyozasit a DNS-, RNS- és fehérjemolekuldk tanulményoza-
saval. Amint lattuk, a tudomény torténetében a tulajdonsagok atvitele és atalakitésa,
a transzformdcié volt az az alapvet$ eszkoz, amely lehetévé tette az azokért felelds
molekuldk azonositdsat, valamint rendeltetésiitk, mdédositasaik és kélcsonhatasaik
megértését. A kémia, biokémia, enzimoldgia és anyagcsere-folyamatok utt6ré kutatéi
lényegében azzal foglalkoztak, hogy rajojjenek, miként alakulnak vagy alakithatok at
(transzformél6dnak vagy transzformalhatdk) az egyes molekuldk mas formaba; ho-
gyan torténik vagy végezhetd el mesterségesen azok szintézise és lebontdsa, és ho-
gyan szabalyozhatdk vagy szabélyzédnak ezek a folyamatok kémcsében és a termé-
szetben, az egyes organizmusok sejtjeiben.

Megallapitottuk, hogy az 6r6klédé (genetikai) informadcié 4tvitele, a szaporodas
vagy onreprodukcid, az élgvilidgban a tulajdonsagokért felel6s géneket hordoz6 DNS
(vagy virusok és fagok esetén esetlegesen RNS) atvitelével, szil6k kozotti kicseré-
l6désével torténik. Ennek kovetkeztében az utédokban a sziléi gének Gj kombina-
ci6ijonnek létre a DNS-t hordozé kromoszémak rekombinaciéjaval, és ezek egy djabb
reprodukcié sordn megint atjutnak az utédokba. A primitiv egysejtdi baktériumok
példdjan lattuk, hogy a genetikai informdcié atvitele megtorténhet akar egy elhalt
baktérium DNS-ének folvételével transzformacié utjan, de gyakrabban két é16 bak-
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tériumsejt kozotti direkt DNS-atvitellel, konjugaciéval. Lattuk, hogy a természetes
génatviteli folyamatokat hasznaljak ki azok a kérokozok is, amelyek szaporodasukhoz
a gazdaszervezet DNS- és RNS-replikacios, -transzkripciés és -transzlaciés appara-
tusait hasznaljak fel. Ezek a kis DNS- vagy RNS-molekulat hordozé bakteriofdgok és
soksejtii eukaridta organizmusokat fert6z6 virusok rendkivil valtozatos médon sza-
porodnak és lépnek kolcsonhatdsba a gazda genetikai anyagéaval. A kisérletek részle-
teibe betekintve megértettiik, hogy a baktériumok kozotti DNS-4tvitelt olyan 6néllé
replikaciéra képes cirkuldris DNS-molekuldk (szexfaktorok, episzémak vagy plazmi-
dok) kozvetitik, amelyek képesek a baktérium kromoszémajaba is beépiilni és annak
replikdcidja sordn azt mobilizdlni a baktériumok kozotti szexcsatorndkon at egy uj
gazddba. Az antibiotikum-rezisztenciat hordoz6 szexfaktorok vizsgélata a kilénb6z6
baktériumfajokban kideritette, hogy azok DNS-e a kélibaktériumban is replikalédik,
és onnan szdmos mas baktériumtorzsbe dtkonjugéilhaté. Ezzel ismertté valt, hogy a
baktériumok birodalmaban az informdciéatvitelnek gyakorlatilag nincsenek faji ha-
tarai. Ez természetesen felvetette azt az érdekes kérdést, hogy lehetséges-e az infor-
mdcié un. horizontalis dtvitele a baktériumokbdl az altaluk fert6zott magasabb rendd
organizmusok sejtjeibe. Ennek folderitéséhez azonban sziitkséges volt a konjugacié
mechanizmusanak késébbi részletes megismerése.

Azt is 1attuk, hogy bizonyos fagok is képesek a gazda kromoszémajiba beépiilni,
majd onnan kivagéddni gy, hogy kézben DNS-iikkel magukkal ragadnak a gazda kro-
moszémdjabdl géneket, majd a fagkapszuldba csomagolédva azokat atvihetik mas
baktériumokba. Tovabba megismertik, hogy vannak olyan RNS virusok, amelyek re-
verz-transzkriptdzt kédolnak, és igy RNS-tukrél DNS-t szintetizalnak, amely beépul-
het a gazda kromoszémaiba. Természetesen, ha az ilyen virusok RNS-einek DNS-ké-
pidi génekbe éptilnek be, akkor azok funkcidit elrontjik, azaz mutaciékat okozhatnak.
Emellett szdmos virus kédol olyan géneket, amelyek a gazdasejtek osztédasat szaba-
lyozzék, pl. indukaljék a differencialt testi sejtek korlatlan osztédasit, és ezaltal tu-
morképzddést, rdkot okoznak.

A mutéciés elmélettel kapcsolatosan megtudtuk, hogy minden organizmus 6sszes
sejtje — azok is amelyek a reprodukcidért felelések — az organizmus teljes életideje
alatt ki van téve a DNS-ben véltozasokat okozé természetes tényezéknek. Ilyenek
pl. a nap UV-sugarzésa, reaktiv oxigén szarmazékok (pl. 6zon), a DNS-t médosité
vagy a DNS-polimeraz aktivitasat és javité funkcidjat, valamint a rekombindciét és
kromoszémaszegregiciét befolyasold vegyuletek stb. Ugyanakkor littuk, hogy egy
gén 6roklédésének vizsglatihoz szitkséges az, hogy a gén funkci6jat moédositsuk,
azaz megvaltoztassuk a gén dltal kédolt tulajdonsagot (a fenotipust) egy mutans gén-
forma (allél) folhasznalasaval. Mivel a természetben allandéan keletkeznek mutaciok,
az él6lények tarsuldsaiban kénnyen taldlhatunk megviéltozott fenotipusu egyedeket.
hatjuk minden csalddban és nemzetségben. Ezek a természetes muticidk azok, ame-
lyeket a nemesitésben is f6lhasznilunk. Azaz tulajdonképpen az evolucié soran elron-
tott vagy megvaltozott és kiillonb6z6 médon kombinalt géneket hasznéljuk 6l arra,
hogy pl. taplalékforrasainkat szolgaltaté névényeink tulajdonsagait javitsuk.
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A genetikai gondolkodas fejlédését nyomon kévetve lathattuk, hogy a kutaték
(pl. Luria-Delbriick fluktuacids tesztjében) a természetes mutaciokat okozé faktoro-
kat, mint pl. rontgen- vagy UV-sugdrzast hasznaltak £l arra, hogy a természetben is
eléforduld, vagy ott életképtelenséget okozé mutaciékat indukaljanak vagy reprodu-
kéljanak. A természetes muticiékhoz hasonléan, amit ma ,természetes variacié vagy
génpool” néven emlegetiink, és az emberiség kozkincsének tartunk, a laboratérium-
ban indukalt (és ezért sokszor elitélt és félelemmel emlegetett) mutaciok engedik meg
az 4j tulajdonsdgok létrehozasat.

Az eddig 4ttekintett folyamatok alapjan logikus, hogy a legtobb mutdciérdl azt fel-
tételezhetjuk, hogy elrontja egy gén funkcidjit, azaz funkcidvesztéshez vezet. Azon-
ban, pl. Jacob és Monod lacl represszordnak megismerése alapjan azt is folfedeztik,
hogy egy gén funkciévesztést okozé muticidja egy masik gén aktiviléddsidhoz, azaz
funkciényeréshez vezethet. Mdsrészt, a ,16ty6gé” kodonnal kapcsolatosan megtud-
tuk, hogy nem minden mutacié viltoztatja meg a fehérjék aminosav-sorrendjét és
a fehérjék 4ltal meghatarozott tulajdonsagot. Tovabba az is nyilvanval6va vilt, hogy
azok a mutaciok, amelyek nem befolydsoljdk egy enzim aktivitisit, bar aminosav-
kicserél6dést okoznak, dltaldban nem viéltoztatjdk meg az enzimhez kapcsolt tulaj-
donsagot. Mégis, az ilyen aminosavcserét okozé mutaciék médosithatjak a fehérjék
térszerkezetét. Ennek az lehet a kovetkezménye, hogy a fehérje elveszti az aktivi-
tasat, példaul ha normalis kéralmények helyett a vizsgilt organizmust alacsonyabb
vagy magasabb hémérsékletre helyezziik. Azaz a korilményektdl figgéen a mutaciok
hatasa feltételes, kondicionalis is lehet. Az ilyen mutaciékat hordozé névények pl. las-
sabban novekedhetnek, vagy egyaltalan nem fejlédnek hidegebb vagy melegebb égta-
jakon. A bazis-, illetve aminosavcserét okoz6 pontmutacidkkal szemben lattuk, hogy
a génekbe integral6do fag vagy virus DNS-ek, vagy pl. a McClintock 4ltal folfedezett
ugralé gének vagy kontrolldl6 elemek (1. dbra), dltaldban elrontjik a gének funkci-
6it, és ezzel teljes funkcidvesztéssel jaré muticidkat okoznak. El6fordulhat azonban,
hogy az ilyen inszerciés mutécidk a gének kédolé régioi végén keletkeznek, és ezért
nem gatoljak a gén transzkripciéjat RNS-sé, de megvaltoztatjak az arrdl szintetizalt
fehérje C-termindlis régidéjat. Ennek gyakori kovetkezménye az, hogy a fehérje csak
részlegesen vesziti el az aktivitasat, és igy pl. egy szinanyag (lila antocianin vagy z6ld
klorofill) termelése lecsokkenhet, de nem szlinik meg teljesen, ami pl. halvanylila
vagy sdrgaszold szind virdgszirom vagy levél megjelenéséhez vezet.

Az elsé fejezetben nyomon kovettik a kilonbozé novényfajok kozotti keresztezés
lehet8ségeit és korlatait. Megtudtuk, hogy tavoli fajok kozott is lehetséges utéddot
létrehozni a természetes gatlé mechanizmusok megkertilésével, és azt is, hogy ezek a
kertl utak léteznek a természetben is. Egy ilyen természetes kertl§ ut az, hogy a né-
vényfajok tarsuldsaiban a normalis diploid (2n) egyedek mellett megtaldlhaték azok
kromoszéma-duplikaciét hordozé, tetraploid valtozatai is, amelyek mds fajok diploid
vagy tetraploid egyedeivel sikeresen képesek utédot létrehozni. A meiétikus kromo-
szémaparosodas és -rekombindcié okozta inkompatibilitas mellett ldttuk azt, hogy
egy életképes utéd létrejotte fiigg attdl, hogy a hibrid névény képes-e 6nmegporzasra
vagy on-inkompatibilis, azaz himivarsejtje nem életképes a néi ivarszervén. Ezen
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1. dbra. Az egyes kukoricaszemek antocidnos (s6tét) szinezédésének eltéré mintazatat
a transzpozonok (,ugral6 gének”) alakitjék ki, amint azt Barbara McClintock
az 1940-es években felfedezte

folul megismertiik azt is, hogy a sejtorganellumok, a kloroplasztisz és mitokondrium
miikodéséhez sziikséges sziiléi sejtmagi gének kiillonbségei befolydsolhatjak az utéd
életképességét vagy termékenységét, pl. himsterilitadst okozva. Tovabba hallottunk
olyan példardl is, ami azt mutatta, hogy a sziil6i genomok aranya az embriézsak trip-
loid (3n) kézponti sejtjében (amelybdl az embriét taplalé magszovet, endospermium
létrejon) hatarozza meg annak életképességét, és azaltal az embridét is.

A nemesitéi gyakorlatban mindennapos az, hogy a ma fogyasztott névények els-
allitasa sordn ezeket a sikeres megtermékenyitést gatld folyamatokat megkeriilik an-
nak érdekében, hogy mas fajokbdl vagy fajtakbdl elényds tulajdonsdgokat juttassa-
nak a taplalék- és haszonnovényeinkbe. A kromoszémaparosodds okozta problémak
(pl. kromoszémavesztés, -torés stb.) kiiktatasa céljabol példaul gyakorlat az, hogy a
tavoli vad fajok kromoszémait besugarzassal 6sszetorik, hogy csak a kivant tulajdon-
sdgokat hordoz6 kromoszémaszakaszok kertljenek 4t a hibridekbe. A legtébb eset-
ben a nemesiték csak a kivant, elényos tulajdonsidgot kédold génekre tudnak szelek-
talni a hibridek el6éllitasa soran, de nincs ismeretik mas génekrdl, amelyek azokkal
egyutt (kapcsoltan) jutnak egyik fajbél a masikba.

Az elsé fejezetben azt is olvashattuk, hogy a Stadler 4ltal bevezetett sugarmuta-
genezis a novénynemesités egyik alapeszkozévé vilt, és ezt kovette szamos kémiai
mutagén sikeres hasznalata. Amikor egy nemesité mutagén kezelést hajt végre, tud-
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nia kell, hany mutaciét indukal dtlagosan minden egyes mutagenizalt n6vény genom-
jéban, hogy abban kb. hany gén van, és milyen gyakorisidggal izoldlhat egy mutdciét
a kivant tulajdonsagért felel6s génben. Emellett természetesen ismernie kell a muta-
gén fizikai hatdsmechanizmusit. Nevezetesen azt, hogy a folhasznalt sugarzds vagy
vegyiilet milyen bazist médosit, és hogy nukleotiddeléciét vagy -inszerciét vagy neta-
lan kromoszdématorést okoz. Ahhoz, hogy gyorsan megtaldlja a kivant tulajdonsdgot
megvaltoztaté mutaciét (amelyet Mendel térvényeinek megfeleléen csak a mutage-
nizélt névények utddjaiban lat el6szér, ha a mutacié nem domindans), természetesen
egy kompromisszumot kell taldlnia az alkalmazott mutagén dézisa, az indukalt mu-
taciok atlagos (egy genomra esd) szdma és a megvizsgalt utédnovények mennyisége
kozott. A mutacids kisérletek helyes tervezése ezért a nemesités sarokkove.

Kénnyen belathatd, hogy a mutaciét okozé kezelés hatasfokaval ardnyosan emel-
kedik a mutdacidk atlagos szama és annak a valdszinisége is, hogy egy mutaci6 ,elta-
141" egy kivant tulajdonsagért felelds gént. A mutacidk atlagos szamanak emelésével
azonban né annak a valészintiisége is, hogy a nagy munkaval kiszelektalt 4j tulajdon-
sdgot mutaté noévény a kivant génmutdcié mellett (amelynek természetét, szekvenci-
ajat, szabdlyozasat vagy fehérjetermékét a nemesité csak ritkan ismeri), szdmos mas
mutdciét is tartalmaz. Ezért a nemesité a mutanst ,vakon” visszakeresztezi a vad szii-
16vel, majd ismét kiszelektalja a hibrid utédgeneraciéjadban. Mivel minden egyes ke-
resztezés soran a fuggetlenil szegregalé nem kivant mutdcidknak csak a felét tudja
eltavolitani, ezt a folyamatot tobbszor megismétli. Ot visszakeresztezés utdn, ami a
novényfaj generacios idejétdl fuggden akar 5-10 évet is igénybe vehet, 0,5°=0,03125,
azaz 3,1% a valdsziniisége annak, hogy a kivint mutdns nem tartalmaz egy masik
fuggetlen mutacidt. Természetesen ha a mutdcidk dtlagos szama magas, akkor valé-
szind az, hogy a kiszelektalt tulajdonsagért felel6s génhez kozel, ugyanazon a névényi
kromoszéman is el6fordul egy masik mutacié. Mivel az ilyen kapcsolt mutaciét csak
rekombindcié cserélheti ki a vad sziil6t6l kapott normadlis allélre, eltavolitdsa anndal
nehezebb, minél kézelebb van a haszndlni kivint mutéans génhez, és ezért ehhez sok
visszakeresztezéssel kapott F2 utéd 4tvizsgaldsa szitkséges. A gyakorlatban a neme-
sit6 legtobbszor nem észleli a nem kivant mutacidkat. Ugyanis nem tudja, hogy azok
milyen fenotipust okoznak, azaz milyen tulajdonsagot befolydsolnak. Természetesen
ugyanez a helyzet akkor is, ha a nemesitd ,kérnyezetbarat médon” nem haszndl mu-
tagént, hanem egy 4j tulajdonsagért felel6s gén alléljét keresztezéssel juttatja at a
hibridbe egy természetben talalt kozeli varidnsbél. A nemesité ebben az esetben sem
tudja azt, hogy a termesztett fajtdhoz hasonlitva a kivant tulajdonsagot szolgaltaté
keresztezési partner hany mas gén természetes mutacidjit hordozza.

Végiil, a helyzet még sokkal komplikaltabb, ha a kivant tulajdonsig — mint pl. a mag-
méret, levélforma, vagy gyokérnovekedés stb. — megvaltoztatasdhoz tobb gén egytit-
tes funkciéjanak megviltoztatdsa, azaz tébb mint egy mutacié szikséges. Mig az ilyen
kvantitativ tulajdonsagokat kédolé gének kromoszomalis helyzete genetikailag térké-
pezhetd, addig 4tviteluk egy mar elkésziilt nemesitett vonalba rendkiviil bonyolult, ha
egyaltalan megoldhaté. Ezért a nemesiték a kvantitativ jegyek gyorsabb javitasa érde-
kében inkdbb folhasznaljak a keresztezésekbdl nyert elsédleges utédokban észlelhetd
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»hibrid vigor” nydjtotta elénycket, a szil6khoz hasonlitva nagyobb termés- és néveke-
dési atlag megjelenését. Ilyen hibrid vigorral rendelkez vetémag el@éllitisa azonban
csak dllandé 4j keresztezési munkaval lehetséges, mert az utédokban a ,hibrid vigor”
gyorsan eltiinik. Ezért a nemesit6k megprdbaljak a hibrideket ugy stabilizdlni, hogy
azok kromoszémaszamat megkettézik, azaz el6segitik a kombindlt sziil6i kromoszéma-
készletek fiiggetlen parosoddsit és szegregaciéjat a meidzisban. Alternativ médon,
megprébalnak olyan kezeléseket folhasznalni, amelyek indukaljak a hibridek apomixi-
sét, azaz kromoszémakészletik kizardlagos anyai tton toérténd oroklédését. A hibridek
esetén is konnyen beldthaté azonban, hogy a nemesité nem rendelkezik informécidval
a kiinduld sziiléi genomok sszes génjérdl és azok kulonbozo alléljeirdl. Ezért teljesen
meg kell biznia abban, hogy a tradicionélisan termesztett névények genomjai nem tar-
talmaznak olyan géneket, amelyek pl. toxikus termékek szintéziséért lennének felels-
sek. Ez a tudas azonban nem mindig hozzaférhet6 olyan esetekben, amikor tavoli vad
fajokat hibridizélnak termesztett fajokkal. Végill meg kell jegyezniink, hogy a sziil6i gé-
nek kolcsonhatasa kvetkeztében megjelend hibrid vigor vagy heterozis jegyekért fele-
16s mechanizmusok molekuldris magyarazata még tavol all a teljes megértés szintjétol.
Azaz egy olyan jelenséget hasznalunk f6l a gyakorlati nemesitésben, amelyet nem tu-
dunk még részleteiben megmagyarazni vagy irdnyitani. Mégis tébb mint 150 éve hasz-
naljuk ezt a nemesitési eszkozt arra, hogy a novekvé szamu emberiséget élelmiszerrel
és ipari alapanyagokkal sikeresen ellassuk. Es senki sem tiltakozik az ellen, hogy kells
ismeretek hidnyaban ezt a hasznos gyakorlatot folytassuk. De térjiink vissza most a tu-
domdnytorténet elhagyott fonaldhoz, és ismerjik meg, hogyan lépett 4t a klasszikus
névénygenetika és -nemesités a molekularis kutatasok korszakéba.

Szovettenyésztés és sejtfuzio

Watson és Crick DNS kettds spirdl modelljétsl a molekularis kutatasok 1953 és 1973
kozott eljutottak a génizolalds és DNS-, RNS-, fehérjeszekvendlas matematikai pon-
tossdgi moédszereinek alkalmazasdig. Ezalatt a novénybioldgia és -nemesités még
csipkerdzsika-almat alussza, és a mutagenezissel kombindlt citogenetika és szévet-
tenyésztés eszkozeivel prébdlja feltorni a fajok kozotti természetes génatvitel in-
kompatibilitdsi gatjait. Amint azt az elsé fejezetben lattuk, az 1950-es években mar
hozzaférhetSek olyan szovettenyésztési technikak, amelyek lehetévé teszik életképes
embriok visszanyerését tavoli fajok keresztezéssel nyert hibridjeibél. Hasonléan, a vi-
radgok porz6jabél nyert szovettenyészetekbol haploid, azok kolchicin-kezelésével pe-
dig duplikalt kromoszémaszdmu névényeket lehetett eléallitani. Amint emlitettiik,
ezek els6 példait len fajokra az Arabidopsisszal is foglalkozé Laibach irta le 1925-ben.
Erdemes azonban tudnunk, hogy a névényi szévettenyésztés alapveté modszereit a
magyarovari sziletési Gottlieb Haberlandt (1854-1945) osztrak botanikus dolgozta
ki az 1900-es évek elején (Laimer és Riicker 2003). Edesapja, Friedrich Haberlandt
ugyancsak az 6vari féiskolan tanitott. Neki koszonhetjik a széjabab nemesitését és
bevezetését a hazai élelmiszernévények korébe.
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Magyarévaron alapitja meg 1945-48-ban az
els6 novénygenetikai laboratériumot a szegedi
egyetemrdl indult Gyérffy Barna (1911-1970)
(2. abra) is, aki, mint emlitettitk, 1937-39-ben
a berlini Vilmos Csaszar Intézetben Tyimofejev-
Reszovszkij és Zimmer mellett dolgozott. Berlin-
ben Gyérffy, Friedrich Wettstein (1895-1945)
mohagenetikussal a poliploidizicié evolucié-
ban jitszott szerepét tanulmanyozta. 1938-ban
Gyo6rffy Wettstein munkatédrsival, Georg Mel-
chersszel (1906-1997) - akivel élete végéig ba-
ratsigban maradt — els6ként kozélte a kolchicin-
nel eléallitott poliploid (amfitetraploid) hibridek
citolégiai vizsgéilatat. Gydrffy kivaléan ismerte
Morgan, Muller, Sturtevant és mds korabeli ge-
netikusok eredményeit, és folhasznalta azokat
a kutatasban és oktatasban. Ezért 1951-ben
anti-liszenkéista elvei miatt folmentették, majd 2. dbra. Gydrffy Barna (1911-1970),
Sztdlin haldla utdn (amely egy hénappal meg- az els6 magyar novénygenetikai
elézte Watson és Crick DNS kettds spiral mo- laboratérium megalapitja
delljének kozlését) 1954-ben mégis megbiztak az
akadémia Genetikai Intézetének vezetésével (Igali 2002). A genetikai intézet egyik
doktori hallgatéja 1954-ben Rédei P. Gyorgy (1921-2008), aki akkor a buza (Triticum
turgidum) és rozs keresztezésén dolgozott Kiss Arpad kollégajaval egyiitt a marton-
vasdri nemesits intézetben. Rédei az embridmentés szdévettenyésztési technikajat
hasznalta buiza hibridek eléallitisira, de készitett osztédd kukorica, buza, rozs en-
dospermium és répagyokér sejtkulturdkat is, amelyekkel Gyérffy a szomatikus sejtek
rontgenmutagenezisét szerette volna vizsgalni. Meg kell emlitentink, hogy a poliploi-
dizaciot, szévettenyésztést, embridmentést stb. folhasznalé névénygenetikai kutata-
sok mellett, Lederberggel konzultalva Gyérffy az 50-es években elinditotta szdmos
baktérium genetikai vizsgalatat is (Rédei 1986). Intézetében tébbek kozott a névény-
patogén Pseudomonas és Xanthomonas, 4j bakteriocin termelésért felelds Serratia, és
nitrogénfixilasért felelés Rhizobium torzsek és azok fagjainak mutéciéit tanulmanyoz-
tak. Gy6rffy egyik munkatarsa Balassa (Meller) R6zsi (1902-1960), a hallei mezégaz-
dasdgi egyetemen végzett, és korabban Bécsben dolgozé vegyész volt. Kutatémunkaja
mellett Meller Rézsi és Frank Maar adlnéven irt szdmos német, majd magyar nyelvi
konyvet és nagysikerd szindarabot is. Balassa 1953-tdl cisztein auxotréf Rhizobium
mutansokat komplementalt DNS-transzformaciéval és eredményeirél 1960-ban sza-
molt be a Nature folyéiratban (Balassa 1963). Kollégdja, Gdbor Magda DNS-transzfor-
mdciéval Pneumococcus géneket térképezett az el6z6 fejezetben emlitett késébbi férjé-
vel, Rollin Hotchkiss-szal egytuttmikoédésben (Gabor és Hotchkiss 1966).

A hajtas- és gyokérmerisztémak osztédé szoveteibdl, un. kalluszokbédl Roger
Gautheret (1910-1997) francia botanikus regeneralt el§szér névényeket a Sorbonne
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3. abra. Megfelel$ koriilmények kézott embrid, majd teljes lucernanévény felnevelhetd egyetlen izolalt
levélsejtbdl, igazolva, hogy a névényi testi sejtek visszanyerhetik a totipotencia képességét: a) levél,
b) izolalt levélsejt (protoplaszt), c) oszt6do tenyésztett levélsejt, d—f) globuléris, sziv, illetve torped6

stddiumu szomatikus eredet(i embrid, g) az embriokbdl in vitro felnevelt névénykék,
h) fejlett lucernanévény (Fehér Attila dbraja)

Egyetemen. Gautheret az 1959-es szévettenyésztési ismereteket 6sszefoglalé kony-
vében (Gautheret 1959) t6bbszor hivatkozik Rédei munkaira, amelyekben az auxint
hasznalt oszt6dé sejtkultirak el6éllitdsara. Haberlandt-tal egyezéen, Gautheret meg-
gy6z6dése az volt, hogy a novényi sejtek totipotensek, és ezért elvileg minden egyes
sejtbdl egy Gj névény regeneralhaté. Az auxin, citokinin és gibberellin hormonok fél-
fedezése és a szovettenyésztéshez hasznélt tdptalajok kidolgozdsa utdn (lasd elsé
fejezet) 1965-re tobb egy- és kétszikd noévényfaj szovet- és embridtenyésztése valt
lehet6vé az o0szt6do sejtek folyadékkulturaiban is (Thorpe 2007). Igy a szévettenyé-
szetekben nemcsak a sejtoszt6das szabalyozdsat, de az egy sejtb6l szdrmazé embridk,
illetve hajtasok vagy gyokerek differencialéddsat is tanulményozni lehetett (3. dbra).
1960-ban Edward C. Cocking nottinghami botanikus félfedezi, hogy Myrothecium
verrucaria kérokozé gomba celluldz enzimével paradicsom gyokércsucs szévetekbdl
sejtfal nélkiili sejtek, protoplasztok izoldlhatdk, és megfelel6 ozmotikus nyomast biz-
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tosité s6-, illetve cukortartalmu taptalajok-
ban a sejtfal regenerdldsa utdn osztdédasra
késztetheték (Cocking 1961). 1968-ra ja-
pan kutaték kidolgozzdk a sejtfalemésztd
gomba celluldz és pektindz (macerozim) en-
zimek tisztitasat. 1971-ben Georg Melchers
tubingeni laboratériuma szdmol be az elsé
protoplasztbdl regeneralt dohanynévényrél
(Takabe et al. 1971). 1972-ben két dohény-
faj, Nicotiana glauca (2n=24) és N. lagsdorffi
(2n=18) levélsejtjeinek natrium-nitrattal in-
dukalt fuzidja utan Carlson és munkatdrsai
New Yorkban elkészitenek egy amfidiploid,
(2n=48) kromoszdémaszamu hibridet (Carl-
son et al. 1972). Ez folveti annak lehetdsé-
gét, hogy a fajok kozotti szexudlis inkompa-
tibilitast, a nemesitésben addig alkalmazott
bonyolult eljarasok helyett, a sejtfizié mod-

szerével egyszeriien meg lehet keriilni. Ezt 4. dbra. Straub E. Bruné biokémikus
a lehet8séget latszott tdmogatni az emlds akadémikus, az MTA Szegedi Biol6giai
sejtbiolégia teriiletén Boris Ephrussinak és Kutatokozpontjanak megalapitsja

munkatdrsanak, Mary Weissnek 1965-ben

kozolt észlelése, hogy egér és patkany sejtek

fazidjaval Gj tulajdonsagokat mutatd, osztédé hibrid sejtek készitheték (Ephrussi és
Weiss 1965). A névények esetében eldnyként fonnallt annak a lehet6sége, hogy a hib-
rid sejtekbdl term8képes névényeket lehet regeneralni. Tovabba a protoplasztok élet-
képességét kevésbé befolyasold, pl. polietilén-glikolt vagy elektrosokkot alkalmazé
sejtfiziés moédszerek megjelenése 1974-76-t6l nagyban megkonnyitette a sejthibri-
dek elgallitasat.

A sejthibridizécié egyik f6 kutatdsi teriilete lett a pesti genetikai intézet helyébe
1ép6 Szegedi Bioldgiai Kézpontnak (MTA) is, amely Straub F. Bruné (1914-1996)
(4. dbra) nemzetkozi kapcsolatainak és szervez6munkajanak koszénhetéen az Egye-
silt Nemzetek Oktatasi, Tudoméanyos és Kulturalis Szervezetének (UNESCO) tdmo-
gatdsival 1971-ben kezdte meg munkajit. (Straub, akinek 100. sztletésnapjat tn-
nepeltiik ebben az évben, Szentgyérgyi Albert munkatérsa volt Szegeden. O izolalta
el6szor az aktin izomfehérjét, és jellemezte biokémiai kélcsonhatasait az izomkont-
rakciét irdnyité miozinnal. Emellett jelentds szerepet jitszott a sejtlégzésben alap-
vetd funkciét ellaté sdrga enzim [NADPH dehidrogendz flavoprotein] izoldldsaban és
az enzimek térszerkezetét szabalyz6 fehérjék azonositdsdban és jellemzésében.) Az
SZBK-ban két fiatal kutat6, Dudits Dénes és Maliga Pal kezdett el intenziven foglal-
kozni a szomatikus sejthibridizaciéval. 1974-ben Maliga Melchers tiibingeni labora-
tériumaban haploid és diploid dohanyfajtdk sejtfuziéjat tanulmanyozta, mig Dudits
az egyszikl haszonnévények és lucerna szévettenyészetén, illetve haploid véltozatai-
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nak el6éllitdsan dolgozé N. K. Kao és Oluf
L. Gamborg (1924-2007) kanadai (Saska-
toon Prairie Regional Lab) csoportjaban
fajok kozotti protoplasztfuziéon (5. abra)
dolgozott. Roviddel ezutdn Dudits szamos
jelentés érdeklédést kivaltd sejthibridet
készitett, pl. répa és 4rpa, répa és humin,
répa és farkasfi (Aegopodium) sejtek fuzi-
6ival. 1978-ban, a kozelmultban elhunyt
kivalé citogenetikus, Hadlaczky Gyula
(1948-2013) segitségével, csoportjaban
szinkronizltak a buza, petrezselyem, répa
stb. sejtek osztédasat. Ezek a korai mun-
kék vezettek ahhoz a felismeréshez, hogy
egy mitézisba belépett sejt fuzidja egy,
5. dbra. Levélsejtekbdl szdrmazo 6sszeolvado a sejtoszt6dés interfazisdban DNS-szinté-
(fazionals) protoplasztok (sejtfal nélkiili sejtek) ~ zist folytaté partnerrel az utébbiban indu-
kélja a sejtmagi DNS korai kondenzicidjat,
ami a részlegesen replikdlt DNS-t tartal-
mazd kromoszémdk elvesztéséhez, illetve sériiléséhez vezet. Ebbdl kiderilt, hogy a
sejtfzids kisérletek sikerét a két partnersejt sejtcikluson belili dllapota is dontSen
befolyasolja (Fehér és Dudits 1994).

1975-85 kozott Maliga a kloroplasztiszok szerepét vizsgalta a sejthibridek inkom-
patibilitidsaban. Ehhez a kloroplasztisz DNS 4ltal kédolt riboszéma RNS génjeiben
antibiotikum- (sztreptomicin-, linkomicin-) rezisztencidt eredményez6 mutaciékat
izolalt. A sejtfuzié elétt, a fogadé sejtben besugarzassal vagy kémiai kezeléssel inakti-
vélta a kloroplasztiszokat. Igy az antibiotikumrezisztencia segitségével szelektalni tu-
dott a donorsejtekbdl bejuttatott életképes kloroplasztiszok funkciéjara. Mivel a két
szul6 kloroplasztiszai és sejtmagjai kozotti interferencia befolydsolhatja a sejthibri-
dek életképességét, ezzel a méddszerrel kivilaszthaté volt, hogy melyik partner klorop-
lasztisza legyen kombinalva a két sztl6 kromoszémakészletével. A sztreptomicin- és
linkomicinrezisztens dohdny mutdnsok protoplasztfuziéjaval Maliga és munkatdrsai
kett8s antibiotikum-rezisztencidt mutaté vonalakat is izoldltak, amelyekben megal-
lapitottdk, hogy a sejtfizié soran a kloroplasztiszok kozott informacidcsere tortént,
ami DNS-eik rekombindciéjahoz vezetett (Medgyesy et al. 1985).

Szamos mas, itt nem részletezett nemzetkozi kutatasi eredménynek koszonhe-
téen (Fehér és Dudits 1994), az 1980-as években ugy latszott, hogy a névényi szo-
matikus sejthibridizalas egy lehetséges alternativat biztosit a klasszikus, besugarzast
és kromoszéma-transzlokaciok citogenetikai azonositdsat alkalmazé névénynemesi-
tésben. Szemben a citoldgiailag kovetheté kromoszomalis jegyekkel, a protoplaszt-
faziéval nyert novényi sejthibridek el6éllitisa sordn azonban tovédbbra is probléma
maradt, hogy a fogadé névény kromoszémaiba beépiil6 idegen gének kévetésére nem
alltak rendelkezésre j6l jellemzett és szovettenyészetekben is kovethetd, anyagcsere-
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hibat (auxotréfiat) vagy inhibitor vegytletekkel szembeni rezisztenciat biztosité
génmutaciok.

Ezzel szemben az eml§s sejthibridek szelekciéjit nagyban megkénnyitette a j6l jel-
lemzett mutans sejtvonalak hozzaférhetésége. 1965-6s munkajukban, Ephrussi és
Weiss pl. az egér-patkdny sejthibridek elkészitéséhez John Littlefield-nek (Harvard
Egyetem) azt az észlelését hasznaltdk f6l, hogy ha a nukleotidok szintézisét amino-
pterinnel blokkoljuk, akkor azok termelése csak egy keriil6 tton lehetséges, amelyhez
a timidinkinaz (TK) és hipoxantin foszforibozil transzferaz (HPRT) enzimek sziiksé-
gesek. Ezért egyik sejtfuzids partnerként egy tk-hibas tumor sejtvonalat hasznaltak,
amely nem tapadt le a sejttenyészt6 edények faldra, azaz nem mutatott kontakt git-
last. Ezt fuzionaltik elolt Sendai virus segitségével egy mutans hprt gént hordozé,
de kontakt gitladst mutaté sejttel. Aminopterin jelenlétében csak azok a hibrid sejtek
osztédtak, amelyekben a partnerek vad TK és HPRT génjei kolcsonésen komplemen-
taltdk egymas tk és hprt mutaciéit (Ephrussi és Weiss 1965).

A sejthibridek sziiléi kromoszémai kézotti rekombinacié miatt gyakori a transz-
lokacio, delécié és inverzié, amely mitotikus hibdkhoz, kromoszémaszam-vesztés-
hez vagy akar részleges kromoszémaszam-duplikaciéhoz (pl. triszémidhoz) vezethet.
Citogenetikai vizsgilatokkal ezért lehetséges olyan mutaciék kromoszomalis hely-
zetének a meghatarozasa, amelyek sejtszinten azonosithaté tulajdonsagok megval-
tozasaért felelések. Ilyen alapon térképezhetSk pl. azok az onkogének is, amelyek a
tumorsejtek kontakt gatlas nélkiili gyors osztédasaért felelések. 1975-ben ezt hasz-
nélta fol César Milstein (1927-2002) cambridge-i argentin sejtbiolégus és német
munkatédrsa, Georges Kohler (1946-1995) arra, hogy az ellenanyag-termelésért fele-
16s, de nem tenyészhet B-limfocitak (fehérvérsejtek) és gyorsan osztddé izomtumor
mieldma sejtek fuzidjaval halhatatlanna tett (immortalizélt) ellenanyag-termeld, un.
hibridéma sejtvonalakat allitsanak elé (Kohler és Milstein 1975). Ez vezetett az un.
monoklondlis ellenanyagok széles kort alkalmazasahoz a gyégyaszatban és diagnosz-
tikdban. Emellett, Wactaw Szybalski és Elizabeth (Hunter) Szybalska (Szybalska és
Szybalski 1962) mar 1962-ben sikerrel komplementaltdk egy inozit pirofoszforildz
mutdns human sejt aminopterin érzékenységét vad tipusi DNS-sel transzformalva
azt. 1977-re pedig Frank L. Graham kidolgozta a kalcium-foszfat-kezelést alkalmazé
transzformadciés technikat is, amellyel egy timidinkindz gént hordozé herpes simp-
lex virus DNS-ével komplementalt egy timidinkindz muténs sejtvonalat (Bacchetti és
Graham 1977).

A novényi protoplasztok sikeres DNS-transzforméciéjahoz az 1970-es években
nem 4lltak még rendelkezésre hasonld sejtszinten szelektdlhaté mutédcidk, gének vagy
virusvektorok. Tovibb4 a sejthibridek eléallitdisdhoz hasznalt névényfajok tobbségé-
ben hidnyoztak a kombinalt tulajdonsagok 6roklédésének vizsgalatat segité mutacick
és genetikai térképek, amelyek pl. baktériumokban lehetévé tették a rekombindns
DNS-technikakkal izolalt gének egyszerii azonositisit. Ezért egyre nyilvanvalobba
valt, hogy a molekularis kutatdsokhoz sziikséges kivéilasztani a névénybiolégiaban is
egy olyan modellt, amelyben nagyszamua mutaci6 gyorsan el6éllithatd, jellemezhet6
és térképezhetd.
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Egy gyomnévény, amely kivindorol Amerikaba, hogy modellé vilhasson

Szemben a nemesit8k és citogenetikusok, kéztikk Rhoades és McClintock altal elény-
ben részesitett kukoricaval, Laibach mar az 1930-as években javasolta, hogy egy gyom,
a ladfd (Arabidopsis thaliana; 6. dbra) legyen a genetikai kutatdsok névényi modellje.
Amint emlitettik, ezt a javaslatdt a mutacids elméletre alapozva azzal indokolta, hogy
aludfi sejtmagja és sejtmagi DNS-tartalma az egyik legkisebb a névényvilagban. Ezért
a talalatelmélet alapjan a besugdrzassal indukélt génmutaciok varhat6 gyakorisdga
elméletileg ebben a fajban a legmagasabb. Ezt PhD-hallgatéjaval, Erna Reinholz-cal

6. dbra. Arabidopsis thaliana (ludfi),
a molekularis biolégusok legfontosabb
modellnoévénye (Szabados Laszl6 felvétele)

Laibach 1946-ban be is bizonyitotta tébb
tucat réntgenbesugdrzassal nyert Arabi-
dopsis mutans jellemzésével (Reinholz
1947). A kukoricaval 6sszevetve, az Arabi-
dopsis tovabbi 6ridsi elénye az, hogy kis-
méretd, vegeticids ideje alig harom ho-
nap, kénnyen szaporithaté laboratériumi
korilmények kozott, és tobb ezer utddot,
magot produkal. 1955-ben Gyérffy ezért
irdnyitja Rédei figyelmét Laibach és Rein-
holz munkaira (Rédei 1992).

1956 elején a Laibach-tél kért magok
megérkeznek, és Rédei éppen az Arabidop-
sis mutagenezisét tervezi, amikor oktéber
utols6é napjaiban a pesti harcok hireivel
kapcsolatban komoly nézeteltérés alakul
ki a martonvésdri intézet liszenkdista ve-
zetése és fiatal kutatdi kozott. Az anekdota
szerint, Rajki Sdndor igazgat6t Morganék
kordbban emlitett A mendeli 6roklés mecha-
nizmusa cim konyvével bezarjik a szo-
bédjaba, hogy tanuljon. Miutidn fsltiinnek
az elsd orosz tankok, a kutaték és csalad-
jaik az intézet buszaval elindulnak a csen-
des sopronhorpécsi nemesit§ intézetbe.
Keszthelynél azonban elkobozzdk a cso-
magjaikat mondvan, hogy azok nem sziik-
ségesek egy rovid szakmai kirdnduldshoz.
A csoport néhany nappal késébb atlépi a
hatdrt. Tavozasuk miatt az otthonmara-
dokat keményen megbiintetik, Rédei ba-
ratjat, Kiss Arpadot félholtra verik. A me-
nekilttdborbdl Rédei Missouri-Columbia
egyetemére keriil, ahol legnagyobb 6r6-
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mére megkapja Barbara McClintock iire-
sen 4ll6 laboratériumat Stadler rontgenké-
sztilékével. Mivel csomag nélkul érkezik, az
amerikai bevandorlasnal nem veszik észre,
hogy zsebében ott lapulnak a féltve 6rzott
uvegfioldk Laibach Arabidopsis magjaival
(Koncz 2006).

1957-t6l Rédei megkezdheti célkitiizé-
sének megvaldsitasit, az Arabidopsisszal
végzett genetikai vizsgilatokhoz sziksé-
ges mutdciok izolaldsat. Elészor Luria és
Delbriick fluktudcids tesztjét alkalmazza,
és teszteli a rontgen- és ionizdld sugirzas,
valamipt kilénbozs mgtagén Vegyﬁlete}c 7. sbra. Rédei P. Gyorgy (1921-2008),
hatdsait. A mutagenezis-kisérletek opti- az Arabidopsis névény genetikai kutatdsokban
malizaldsa utdn, Tatum és Beadle Neuros- val6 felhasznalasanak uttoréje
pora kisérletei alapjan, B1-vitamin (tiamin)
bioszintézisben hibas Arabidopsis mutdnsokat izolal 1962-ben. Ezzel eléallitja az els6
ismert auxotréf névénymutansokat. Ezek felhasznaldsival kidolgoz egy, a mutacids
gyakorisdg mérésén alapuld, rendkiviil érzékeny mutagén tesztet. Ezutdn 60 tiamin
auxotréfidt okozé mutaciét 3 16kuszba térképez az allélek kozotti komplementacié
és rekombinacié alapjan, hasonléan Benzer T4 fag rII 16kusz térképezési kisérletei-
hez. A py (2,5-dimethyl-4-amino pirimidin szintézisét gatld) mutacié kozelében izo-
14l egy anyai gametofita (petesejt elhaldsit indukaldé) mutdciét, és kimutatja, hogy
az szexspecifikusan, apai atvitellel 6roklédik. Tobb tucat levélmorfoldgiat (pl. erecta,
aszimmetrikus és szértelen) és szint megvaltoztaté mutécié folhasznaldsaval elké-
sziti az elsé részletes novényi kapcsoltsagi térképet, amelyen 6t gén egymdstdl vald
tavolsdgat allapitja meg az Arabidopsis 2. kromoszémajan. 1962-66-ban szamos vi-
ragzasi id6t megvaltoztaté mutdcidt izoldl és térképez, majd azonosit egy immutans-
nak nevezett 16kuszt, amely mozaikos z6ld levélszektorok megjelenéséért felelds. Ré-
dei ugy gondolja, hogy az immutéans hasonlé McClintock aktivator (Ac) vagy mutator
(Spm) kontrollal6 elemeihez. (2001-re deril csak ki, hogy az IM 16kusz egy olyan sejt-
magi gén amely egy, a karotenoid pigmentek szintézisében szerepet jatszé alterna-
tiv oxidazt kodol.) Ezt koveti a klorofill-bioszintézisben hibas mutansok jellemzése
1965-68-ban. Rédei 1972-73-ra azonosit harom kloroplasztisz mutator (chm) 16kuszt
is, amelyek Correns Oenothera és Rhoades kukorica iojap mutaciéihoz hasonléan a klo-
roplasztisz miikodését gatoljdk. (Ezek funkcidja a mai napig sem teljesen vildgos, mert
a chm muténsok a kloroplasztisz helyett a mitokondrium DNS-ben okoznak dtrende-
z6dést, de a CHM gén fehérjeterméke sziikséges a transzlici6 helyes kezdéséhez mind
kloroplasztisz, mind mitokondrium RNS-eken is.)

1956-t6l az 1970-es évek végéig, Rédei (7. dbra) az egyetlen kutatd, aki Arabidopsis-
szal dolgozik az Egyesiilt Allamokban. Eurépaban Laibachon és Reinholzon kiviil csak
néhany genetikus foglalkozik, legtobbszor mellékesen, ezzel a németiil fali kresszének
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titulalt kis gyomnovénnyel. 1964-t6l Rédei kapcsolatot teremt az eurdpai kutatékkal,
kiadja az Arabidopsis-genetikusok periodikus lapjat, az Arabidopsis Informaciés Szer-
vizt, és megszervezi az elsé Arabidopsis-konferenciadt 1965-ben Géttingenben. Ez utan
a holland Feenstra és van der Veen, a német Napp-Zinn, Rébbelen, Kranz és Miiller,
a cseh Veleminsky, Gichner és Cetl, valamint a belga Jacobs és Bouharmont jarulnak
hozz4 ahhoz, hogy az Arabidopsis fejlédési, virdgzasi, hormonalis és anyagcsere-folya-
matait érinté mutaciok szdma tobb szazra emelkedjen. Robbelen Goéttingenben, Ré-
dei az USA-ban, majd Kranz Frankfurtban 6sszegyjtik a ludfd természetes viltoza-
tait és rokonait, és a kiillonb6z6 génekben izolalt mutaciék komplementdaciés tesztje
céljabol mutdnsaikat egymassal kicserélik. Ugyan mds névényfajokban, mint pl. ku-
korica, pettnia, oroszlanszaj (Antirrhinum majus) stb. is létezett szdmos j6l jellemzett
mutacié, a 1970-es évek végére a ludfiivel végzett genetikai kisérletek folbontdereje,
egyszerlsége, gyorsasiga és féleg olcsdsdga egyre nyilvanvalébba vilik. Mivel az Ara-
bidopsis nem egy haszonnévény, Rédei az USA-ban nem kap érdemi tdmogatast ku-
tatasaihoz. Elkeseredésében 1970-ben egy 151 oldalas cikkben &sszefoglalja addigi
munkdjanak eredményeit, majd 1975-ben egy kovetkez6 attekinté cikkben ismerteti
az Arabidopsisszal végzett genetikai kutatasok mas névényekhez hasonlitott jelentds
elényeit (Rédei 1970; Rédei 1975). Akkor még nem gondolja, hogy ezek az inkdbb
hattyddalnak késziilt enciklopédikus munkdk a névényi molekuldris genetika start-
koveivé valnak.

A genetikai mérnokség a biolégiai kutatasok alapeszkozévé valik

A 1L vildghaborut kovetben Gjraéledé eurdpai tudomanyos iskolak koral a DNS-mo-
dell kozlését kévetéen gombaszamra szaporodnak az 4j molekuldris biolégiai labora-
tériumok. 50 éve, John Kendrew (1917-1997) és Conrad Waddington (1905-1975,
a sejt- és szervdifferencidlédas genetikai vizsgalatait megalapozé angol kutato) kez-
deményezése nyoman 1964-ben nemzetkézi 6sszefogassal megalakult Heidelbergben
az Eurépai Molekuldris Biol6giai Szervezet (EMBO) és annak kézponti laboratériuma.
1971-t8l, az SZBK-ban a Venetianer Pal vezette Nukleinsav Csoport munkéjanak k-
szénhetGen, a rekombindns DNS-technikak, a génsebészet alkalmazasa hazankban is
lépést tart a tudomany nemzetkozi fejlédésével. A DNS-molekuldkat meghatdrozott
szekvencidknal hasité elsé endonukledzok folfedezését kovetéen, 1982-ben mar ko-
zel szdz killonboz6 felismerShelyl enzimmel lehet DNS-fragmenteket izoldlni, majd
ezeket plazmid, fag vagy virus DNS-ekbe beépiteni és eziltal az altaluk hordozott
gének tulajdonsagait, szabédlyozasit és szekvencidit tanulmanyozni. Ennek koszon-
het6en szamos plazmid, fig és episzéma 4ltal hordozott bakteridlis gén szekvencidja
ismertté valik, majd 1982-re Sanger csoportja elkésziti a A fag DNS-ének teljes szek-
venciajat is (Sanger et al. 1982).

1974-ben John Shine és Lynn Dalgarno ausztral kutatdk felfedezik, hogy a kéli 16S
riboszéma RNS 3’-végén taldlhaté egy olyan régid, amely bazisparosodni tud (komple-
menter) az mRNS-eken az ATG kezd6 kodontél nyolc nukleotid tavolsagban elhelyez-
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8. dbra. A pBR322 plazmid vazlatos térképe néhany egyedi restrikciés
endonukledz-hasit6hely feltiintetésével

kedé riboszémakoté AGGAGG szekvencidkkal (Shine és Dalgarno 1974). 1975-ben
David Pribnow (Harvard) és Heinz Schaller (Heidelberg) a koli T7 és fd fagok génjeinek
vizsgélata sordn megallapitjak, hogy a bakterialis RNS-polimeraz a gének transzkrip-
cids kezdépontjai el6tt tiz nukleotiddal elhelyezkedd konzervalt TAATAT szekvenci-
dkhoz, un. Pribnow-boxokhoz kétédik. Tovabbi konzervalt, transzkripciét szabalyozo
szekvencidkat taldlnak az ehhez kozeli -35 régiéban is (Pribnow 1975; Schaller et al.
1975). A bakterialis gének expresszidjat szabalyoz6 promoéter régidk fuzidja idegen
génekkel, illetve mRNS-ekrdl készitett cDNS-ekkel lehetévé teszi az azok éltal kédolt
fehérjék szintézisét és vizsgalatat kdliban és mas baktériumokban.

A promoterek és fehérjét kodolo gének, illetve cDNS-ek egyszeri 6sszekapcsolasat
szamos Uj plazmid elkészitése is segiti. Ezek kozott az egyik legnépszer(ibb a pBR322
vektor (8. dbra), amelyet 1977-ben Boyer két mexikéi munkatarsa, Francisco Bolivar
és Raymond Rodriguez hoz létre két antibiotikumrezisztencia-gén beépitésével a kéli
ColE1 plazmidjaba (Bolivar et al. 1977). A pBR322 antibiotikumrezisztencia-génjei-
ben taldlhaté endonukledz hasitéhelyekre a DNS-fragmenteket tébb enzim kombina-
cidjaval is be lehetett épiteni és ezt a folyamatot az antibiotikum-rezisztencia elvesz-
tésével kovetni.

Ugyanebben az idében az 6ridsi tempéban haladé faggenetikai vizsgélatok fol-
deritik, hogy a A, fd és egyéb koli fagok szdmos génje nem sziikséges a fagok szapo-
rodasahoz, és ezért helyettesithets idegen DNS-sel (Chauthaiwale et al. 1992). Igy
pl. a A-fag szdrmazékainak hasitéhelyeire 12-15 kb (kilob4zis = ezer bazispar) mé-
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retli idegen DNS-t lehet beépiteni DNS-ligdz segitségével, majd koli transzformacié
utdn fag formaban félszaporitani. 1977-re a bazeli Friedrich Miescher Intézetben
dolgozé Barbara Hohn kidolgoz egy médszert, amellyel a rekombindns A DNS fag
kapszuldba csomagolhaté koli fehérje extraktumokban (Hohn és Murray 1977). Ez
lehet6vé teszi barmely organizmus 6sszes génjét hordozé DNS-fragment-konyvta-
rak elkészitését koliban. 1978-ban John Collins braunschweigi biolégussal egyutt
atépitik a becsomagolashoz szikséges A DNS ragadés (koheziv vagy cos) szekvencidit
a pBR-plazmid vektorokba (Collins és Hohn 1978). Az igy létrehozott kozmidokban
nagyobb, kb. 40 kb méretti DNS-fragmenteket lehet A-fag kapszuldba csomagolva
koliba juttatni.

A nitrocelluldz filterekre kotott fag és kozmid DNS-ek izotép jelolt DNS-prébak-
kal végzett hibridizciéja megkonnyiti olyan gének azonositasat, amelyek mas fajok-
bél mér ismert génekhez hasonlé homolég DNS-szekvencidkat hordoznak. Ugyanigy
azonositani lehet a kromoszémak fag vagy kozmid vektorokba épitett, egymassal 4t-
fed6 DNS-fragmentjeit. Ez lehet6vé teszia , kromoszéman sétdlva” a linearis sorrend-
ben egymast kovetd gének fizikai térképének elkészitését. A lac és egyéb bakterialis
promoétereket hordozé A és plazmid vektorokban barmely organizmus teljes mRNS
készletérdl reverz-transzkriptazzal készitett cDNS-konyvtérat is fol lehet szapori-
tani. A cDNS-ek kédolé régisit pl. a LacZ B-galaktozidaz enzim génjével fuzionalva
egy ismert fehérje elleni ellenanyaggal ki lehet keresni a konyvtarakbdl azokat a cDNS
klénokat, amelyek az ellenanyag 4ltal folismert fehérjét kédoljak.

A lac operon elemeinek molekuléris jellemzése leegyszertsitette a DNS-szekve-
nalds akkori bonyolult miiveleteit is. Benno Miiller-Hill, aki 1966-ban Walter Gil-
berttel izoldlta a Lacl represszort (Gilbert és Miiller-Hill 1966), kélni munkatarsai-
val 1972-ben elkészitette a Lac represszor aminosav-szekvencidjat, és meghatérozta,
hogy az hogyan kétédik a lac operator DNS-szekvencidihoz (Adler et al. 1972).
1977-80-ban Joachim Messing a miincheni Max-Planck Intézetbdl és Bruno Gronen-
born Miiller-Hill kélni csoportjabél a koli M13 fag DNS-ébe épitett egy lacZ minigént.
DNS-fragmentek beépitése, klénozasa a lacZ génbe épitett hasitéhelyekre egyszertien
kovethetd, mert a fag plakkok a lacZ riporter gén inaktivaldsa miatt kék helyett fehér
szintek lesznek (Messing et al. 1977).

A korabeli DNS-szekvenaldsi technikdkkal csak max. 200-400 nukleotid sorrend-
jét lehetett pontosan meghatdrozni. Mivel a Sanger-féle DNS-szekvenalasi médszer
az egyszalu DNS-templatokhoz hibridizalé oligonukleotidok DNS-polimerazzal tor-
téné meghosszabbitdsan alapult, a szekvenalds el6tt szitkséges volt a DNS-templa-
tok két szdlanak elvalasztasa. A DNS-szélak elsé preparativ elvalasztdsi médszerét
DX174 fag DNS-sel az SZBK Novényélettani Intézetének akkori munkatarsa, Szalay
Aladar dolgozta ki Sinsheimer laboratériumaban 1977-ben (Szalay et al. 1977). Az
M13 vektorok hasznéilata nemcsak megkonnyitette a fag és kozmid vektorokban kl6-
nozott DNS-szakaszok félbontasat kisebb mérett fragmentekre, de egyben alkalmas
egyszala DNS-templatot biztositott a szekvenaldshoz is. (Az M13 fag a koli F szex-
faktor pilusait felismerve szaporodik. A szexfaktor hidnyidban DNS-e kettés szala
cirkularis formdban félhalmozdédik, és plazmidként izoldlhaté DNS-fragmentek be-
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épitése céljabol. A cirkularis kettds szala M13 DNS-r6l szintetizal6dé egyszala DNS
azonban a fig kapszuldba csomagolva F-faktort hordozé kélin plakkot formal, amely-
bél konnyen kinyerhetd.)

1981-ben Khorana korabbi foszfor-diészter DNS-szintézis méodszerét folvaltjak a
foszfor-amidit nukleozidokat haszndlé 4j szintézistechnikdk (Beaucage és Caruthers
1981), amelyek lehetévé tették az oligonukleotidok szintézisének automatizaldsit.
Az egyszala M13 DNS-be épitett DNS-fragmentek szekvendlasdhoz igy kénnyen le-
hetett olyan oligonukleotidokat is szintetizdlni, amelyek a mar kordbban elkészitett
DNS-szekvencidk végeihez hibridizaltak, megengedve a szekvencidk gyors tovébbi le-
olvasdsat. Az M13 DNS-hez olyan oligonukleotidokat is lehetett hibridizalni, amelyek
a klénozott DNS-szekvencidktél néhany nukleotidban eltértek. Igy az oligonukleoti-
dokon DNS-polimerazzal inditott DNS-szintézis segitségével a fagok &ltal hordozott
idegen gének prométer, kddolé stb. régidiba pontmutacidkat, kisebb delécidkat és in-
szerci6kat lehetett beépiteni és ezzel a helyspecifikus mutagenezis médszerrel a mé-
dositott gének funkciéit vizsgalni. Ehhez természetesen a DNS-fragmenteket késébb
at kellett épiteni olyan vektorokba, amelyek azok bevitelét lehet6vé tették a géneket
eredetileg hordozé organizmusokba.

Az élesztb Leu?2, illetve His3 génjeit hordoz6 ColE1 plazmid vektorokkal Gerald
Finknek és munkatarsainak (Whitehead Intézet) koszoénhetéen 1978-ban lehetévé
valt a pékéleszté (Saccharomyces cerevisiae) leucin és hisztidin aminosav auxotr6f tor-
zseinek transzforméldsa (Hinnen et al. 1978). Az éleszt6 gének médositdsa homo-
16g rekombindciéval megnyitotta az utat a génfunkciék tanulmanyozasihoz ebben az
egysejti eukaridta modellorganizmusban is. A fejlédés tempojat érzékelteti az a tény,
hogy mér 1981-ben megjelenik az els6 Eleszté molekuldris bioldgidja elméleti-médszer-
tani enciklopédia (Strathern et al. 1981), amely 1991-re t6bb ezer oldalra bévil.

A génfunkcidk mutéciés vizsgalatait nagyban egyszer(sitette az ,ugrilé gének”,
az inszerciés elemek és transzpozonok félfedezése baktériumokban. 1968-72-ben
James Shapiro chicagdi, illetve Peter Starlinger és Heinz Saedler kélni kutaték azo-
nositottak egy olyan mutéciét a koli galaktéz (gal) operonjéban (Starlinger és Saedler
1972), amely a galaktéz folhasznédlasara képtelen mutans sejtek kozott nagy gyako-
risdggal galaktéz folhaszndlasira képes utédok, spontdn revertinsok megjelenését
okozta. Az instabil gal 16kuszt hordozé transzdukalé A fag DNS-ének vizsgélata kide-
ritette, hogy az egy kb. 2 kb méreti inszerciét hordozott. Ennek az IS1-nek nevezett
inszerci6s elemnek a végein két rovid, forditott (invertalt) sorrendd hatdrszekvenciat
azonositottak, amelyek egy fehérjét kodolé gént fogtak kozre. Mivel ennek a génnek
a muticidja meggatolta, hogy az IS1 elem kivagédjon a mutdns gal génbdl, kideriilt,
hogy az egy olyan enzimet, tn. transzpozazt kédol, amely az IS1 elem végein talal-
haté invertélt hatdrszekvencidkat folismerve kivagja azt a gal génbdl, és képes ha-
sonl6 szekvencidk folismerésével mas génekbe beépiteni.

A koli gal génjébe integral6dé IS1 elem megismerése utan roviddel David Botstein
(Massachusetts Institute of Technology, MIT) laboratériuméban Nancy Kleckner
1975-ben folfedez egy olyan mozgasra képes DNS-szakaszt, amely a Salmonella kro-
moszomabdl ugrott at egy azzal nem kapcsolt (azaz transz helyzet) DNS-moleku-
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laba, a P22 fag DNS-ébe (Kleckner et al. 1975). Az ennek alapjan transzpozonnak ne-
vezett Uj ugralé elem egy tetraciklinrezisztencia-gént hordozott két invertalt IS elem
kozott. Ezért DNS-be torténd beépiilését és kivagddasat az IS elemen kédolt transz-
pozaz szabélyozta. 1983-ra a Shapiro altal szerkesztett Mozgé elemek cimi enciklopé-
és konzervélt miikodési mechanizmusait ismertette. Emellett tarhazat szolgéltatta
azoknak a molekuldris genetikai eljardsoknak, amelyekkel a baktériumok minden
génjét IS- vagy transzpozon-inszercidkkal meg lehetett jel6lni és azok funkcidit a gén-
mutdcidk segitségével azonositani. Ez 6ridsi mértékben félgyorsitotta a gének izola-
lasat és szekvenalasat az ismert transzpozonok és hibridizaciés médszerek segitségé-
vel. Ugyanakkor nyilvanval6va vélt, hogy a McClintock 4ltal 1950-ben leirt Ac/Ds és
En(Spm) kukorica kontrolldl6 elemek genetikai tulajdonséagai rendkivil hasonléak a
bakterialis transzpozonéihoz, ami kiindulépontként szolgalt a névényi transzpozo-
nok izoldlasat célz6 molekularis kutatasokhoz.

A mozgé elemek vizsgélata azt is kideritette, hogy a legtébb episzéma, plazmid és
tobb transzdukalé fag (pl. a kéli Mu figja) hordoz egy transzpozazt kédolé IS elemet
vagy transzpozont, amely a kromoszémdba valé beépiilésiiket biztositja. A plazmido-
kon kédolt konjugéciéhoz szitkséges enzimek és szekvencidk tanulményozasa félderi-
tette, hogy a plazmid gének egy része sziikséges a baktériumok kozotti szexcsatorna-
kat, pilusokat f6lépité transzfer (Tra) fehérjék szintéziséhez. A konjugacié molekuléris
mechanizmusainak vizsgalata alapjan ismertté vélt, hogy a plazmidok kédolnak egy
olyan pildta fehérjét, amely a plazmid DNS-en egy specifikus szekvenciat ismer fol,
az un. konjugicids transzfer origét (oriT-t), majd ott a DNS egyik szélat elhasitja,
majd annak 5" végéhez kovalensen kapcsolddik. Ezt kévetéen, az oriT-t6]l megindulé
DNS-szintézis kiszabaditja és helyettesiti a pil6ta fehérjéhez kotott egyszala plazmid
DNS-t, amely a mobilizalé (mob) piléta fehérje segitségével a szexpilusokon &tjut a fo-
gado baktériumba. Ott a piléta fehérje az dtkonjugdlt egyes szala plazmid DNS-t korré
zarja, majd azon DNS-replikaciéval egy Gj szal szintetizalédik, helyredllitva a cirkula-
ris plazmid DNS kett6s szalu struktarajit (Lanka és Wilkins 1995).

Szemben a plazmidokkal, a legtébb transzpozon nem képes 6nallé replikacidra.
fgy kivagodasuk gyakran helyreallithatja a transzpozont hordozé gén eredeti funkci-
6jat. A transzpozonok kiviagédasa sordn a DNS-ben kettds szala hasitas torténik, és
a szabad DNS-végek egy javitasi (DNS-reparatura) folyamat sordn djra 6sszekapcso-
l6dnak. A javitasi folyamat gyakori hibai (pl. a DNS-végeket lerdg6 enzimek, exonuk-
ledzok aktivitdsa) miatt azonban kisebb delécidk, stabil génmutacidk is keletkezhet-
nek. Mas esetekben, a kivigdédasi és javité folyamatok eredményeként, az elvigott
gazda vagy transzpozon DNS-végeirdl rovid szekvencidk lemasolédnak és bennragad-
nak, un. labnyomokat hagynak a transzpozon kivigédéasa utdn a gazdagénben. Végiil
a kromoszéma DNS-be épiilt transzpozon a kromoszéma replikaciéja soran kivagod-
hat ugy is, hogy kozben egy képidja az eredeti helyén marad, mig az 4j képia egy ma-
sik génbe integril6dik.

A transzpozaz, hasonléan a konjugaciés mob piléta fehérjéhez az IS elemek végei-
hez kotédik. Az IS elemeket hordozé plazmid, ha az IS elemnél vagédik el a transzpo-
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zaz aktivitdsanak készonhetéen, beépiilhet a kromoszéma DNS-be is. Ez gyakran ak-
kor térténik meg, amikor a plazmid az 4j gazdaban nem képes replikalédni, pl. mert
a gazda hordoz egy hasonlé plazmidot, amely az Gjonnan bejuté plazmid replikdciéjat
gatolja. A plazmidok kozotti inkompatibilitas mellett el6fordul az is, hogy az egyik
plazmid konjugéciés mob fehérjéje folismeri egy masik plazmid oriT szekvencidjat, és
képes azt mas gazdaba mobilizalni. Azaz egy oriT szekvenciat hordozé plazmid akkor
is mobilizalhaté Gj gazdédba, ha az azt félismers mob fehérje génje egy masik plazmi-
don vagy a kromoszéméban helyezkedik el, és forditva. Ezért az IS elemek altal a kro-
moszomaba épitett oriT szekvenciidt hordoz6 plazmidok a mob fehérje termelésével
atalakithatoék egyszélu konjugativ formdba, és az oriT kezd6ponttdl mobilizalhatjak
a gazda kromoszomalis DNS-ét is egy mdsik baktériumtorzsbe. Ezek a folyamatok
a bakteridlis kromoszémak gyors véltozasidhoz, evoluci6éjdhoz vezetnek, amely nagy
szerepet jatszik a baktériumok betegségeket okoz6 génjeinek, fehérjéinek gyors at-
alakuldsaban és elterjedésében.

Természetes génatvitel agrobaktériumbdl névényekbe

Az elsé fejezetben megemlitettiik, hogy a sejtbioldgiai és genetikai kutatdsok egyik
legjelent8sebb motivaciés tényezéje az dllatokban és emberekben gyakori tumorbe-
tegségeket okozé faktorok és gének megismerése volt. A tumorvirusok és sejthalha-
tatlansdgot okozé génmutdcidk vizsgalatat, a rakkutatdst a molekuldris mddszerek
elterjedése 6ridsi mértékben folgyorsitotta és segitette. Az allati és human tumorok-
hoz hasonl6an a névényi tumorokért felelés faktorok vizsgélata is a 19. szdzad végén
kezdédott. 1907-ben Smith és Townsend megillapitotta, hogy a természetben észlelt
noévényi tumorok tobbségének kialakuldsdért baktériumok felel8sek, és ezek kozott a
leggyakoribb az Agrobacterium tumefaciens talajbaktérium (Smith és Townsend 1907).
Az ezt kovetd sugar- és kémiai mutagenezis tanulmanyok ahhoz a meglep6 megilla-
pitashoz vezettek, hogy a névényekben, szemben az eml8sokkel és emberrel, az in-
dukalt génmutdcidkra visszavezethets természetes, in. genetikai tumorok rendkivil
ritkak (Kahl és Schell 1982).

A novények gyokérkorondjan (a szarat és gyokeret elvalaszté dtmeneti régidban)
elé6fordulé ,koronagubacs” tumorokat okozé agrobaktérium vizsgalata sordn Armin
C. Braun (1911-1986), a New York-i Rockefeller Egyetem botanikusa 1941-ben ki-
mutatta, hogy az agrobaktérium eltdvolitdsa utdn a steril névényi tumorszévetek
hormonmentes tiptalajon meghatdrozatlan ideig osztédnak, azaz ,halhatatlanok”
(Braun 1941). 1950-ben Braun az agrobaktérium-fert6zéshez a magas hémérsékletet
jol tiir6 madagaszkari r6zsas meténget (Vinca rosea/Catharanthus roseus) véalasztotta
gazdanak. Azt tapasztalta, hogy az agrobaktérium indukalta névénytumorok kialaku-
lasa hékezeléssel gatolhaté. Ezért foltételezte, hogy az agrobaktérium valamilyen hé-
érzékeny tumor-indukalé principiumot (tulajdonsagot), TIP-et visz at (transzformal)
anovényi sejtekbe, amely a sejtosztédast serkentd auxin és citokinin névényi hormo-
nok termelését iranyitja (Braun 1950).
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9. abra. Jeff Schell (1935-2003) és Marc van Montagu belga kutatok,
az Agrobacterium tumefaciens tumorindukalé plazmidjanak felfedez6i

1967-ben Jeff Schell (1935-2003) és Marc van Montagu belga kutaték (9. dbra) a
genti egyetemen genetikai médszerekkel megkezdték a Braun altal foltételezett agro-
baktérium TIP keresését (Schell és Koncz 2000). Mivel mindketten jartasak voltak a
faggenetikaban, ésismerték Hersey és Chase, valamint az Avery-csoport masodik feje-
zetben emlitett kisérleteit, vilagos volt szdmukra, hogy a TIP csak egy olyan DNS-mo-
lekula lehet, amelyet a kdrokozé agrobaktériumok a névényi sejtekbe juttatnak. Fran-
cia kollégaik, George Morel, Annik Petit és Jacques Tempé 1970-ben f6lfedezték, hogy
a kiillonboz6 agrobaktérium-térzsek altal indukalt tumorok sajitos arginin aminosav
szarmazékokat, un. opinokat (pl. oktopin, nopalin stb.) termelnek, amelyeket az agro-
baktériumok egyediili szén- és nitrogénforrasként tudnak hasznositani. Ezért feltéte-
lezték, hogy az agrobaktériumbdl a névénybe juté DNS hordoz opinok szintéziséért
felels géneket, amelyek az opinok termelésén at szelektiv szaporodasi elényt bizto-
sitanak az azokat hasznosit6, tumorokban él6 agrobaktérium-torzseknek. 1971-ben
Allen Kerr ausztral mikrobiolégus az adelaide-i egyetemen azonositott egy nem fer-
t6z6, avirulens agrobaktérium-torzset, és abbdl egy antibiotikum-rezisztens mutdnst
készitett. Ezt 6sszekeverve egy tumorindukalé agrobaktérium-torzzsel novényeket
fertézott, majd a tumorokbdl visszaizoldlta az avirulens térzset. Hasonléan Griffith
korabban emlitett Pneumococcus kisérletéhez, azt talalta, hogy a tumorindukciéért fe-
lelés tulajdonsédg, a TIP megjelent az avirulens térzsben, amely ezaltal képes lett no-
vényi raksejteket indukalni.

Schell és Montagu faggenetikai ismereteik alapjan eredetileg arra gyanakodtak,
hogy a TIP egy lizogén fiag. 1970-re azonban ezt a lehet6séget kizartak, mert a killon-
b6z6 tumorindukal6 agrobaktérium-térzsek nem ugyanazokat a fagokat hordoztdk.
A fig DNS-ek tisztitdsdra hasznalt cézium-klorid gradienseken azonban azonositot-
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tak két nagy cirkuléris plazmid DNS-t az agrobaktérium B6 és C58 torzsekben, ame-
lyek eltér6 opinok, oktopin (B6) és nopalin (C58) szintézisét indukaltik a novényi
tumorokban. Ezutdn a kérokoz6 térzseket 37 °C-on tenyésztve sikeriilt nekik olyan
nem patogén (B6S3 és C58C1) szarmazékokat el6éllitani, amelyek a tumorindukalé
képesség TIP elvesztése mellett érzékenységet mutattak az A. radiobacter térzs agro-
cin 84 toxinjaval, illetve az AP1 fag fert6zésével szemben, és nem tudtak oktopin
vagy nopalin tartalmu taptalajon néni, mert elveszitették az opinok lebontasaért fe-
lelgs géneket. A hékezelt (kuralt) torzsek vizsgilata kimutatta, hogy a félsorolt tu-
lajdonsdgok megvéltozasit a B6, illetve C58 torzsekben taldlhaté két nagy plazmid
egyikének, a tumorindukalé pTiB6, illetve pTiC58 plazmid elvesztése okozta. Kerr
kisérletét megismételve az avirulens B6S3 torzset 6sszekeverték a kérokozé nopalin
C58 torzzsel, és forditva, a C58C1 tdrzset a virulens oktopin B6 torzzsel, majd a ke-
verékekkel indukalt tumorokbdl visszanyerték a specifikus antibiotikum-reziszten-
cidval jellt B6S3 és C58C1 torzseket. Azt tapasztaltdk, hogy a baktériumok tébbsége
Ujra rezisztencidt mutatott az agrocin 84 toxinnal és AP1 figgal szemben, és az ok-
topin térzsbél szarmazé B6S3 képes volt nopalint, mig a nopalin térzsbél szarmazé
C58C1 torzs oktopint degradalni. Ezek a baktériumok tartalmaztak a masik torzs
pTiC58, illetve pTiB6 plazmidjat és képesek voltak nopalin-, illetve oktopintermeld
tumorokat indukalni.

Ezzel bebizonyosodott, hogy a névényi tumorok indukciéjdért a Ti plazmidok a
felelések, amelyrdl éppen 40 évvel ezel6tt, 1974-ben szamolt be el8szor Schell genti
csoportja (Zaenen et al. 1974). Felfedezésiik logikusan azt is magéba foglalta, hogy az
agrobaktériumok Ti plazmidjain kédolt opin, illetve auxin és citokinin névényi hor-
monok termeléséért felelés gének bejutnak a novényi sejtekbe, és ott stabilan fenn-
maradnak és kifejezédnek. Ebbél kovetkezett az a foltételezés, hogy az agrobakté-
riumokkal transzformdlt névényi sejtek kromoszémaiba be kell épiilnie az emlitett
Ti plazmidokon lokalizilt géneknek.

Schellék korszakalkoté folfedezése 1974-ben konnyen elkeriilhette volna a névény-
biolégusok figyelmét, mert egy masik belga kutaté, Lucien Ledoux a liege-i egyetemrdl
az 1960-as évek kozepétdl szamtalan cikkében azt dllitotta, hogy a névényi szervek és
szovetek folveszik és integraljdk a bakterialis, éleszté és human DNS-eket. 1974-ben
egy nagy figyelmet kelt6 Nature-cikkben Ledoux és munkatarsai k6z6lték, hogy Rédei
tiamin igényes Arabidopsis mutansait sikeresen komplementaltik egy olyan transzdu-
kalé A-fag DNS-ével, amely a kélibaktérium tiamin bioszintézis génjeit hordozta (Le-
doux et al. 1974). Ez az eredmény azt is sugallta, hogy a bakteridlis gének probléma
nélkil kifejez6dnek novényekben. Ledoux és kévetsi még két éven at 6ntétték ha-
sonlé folfedezéseiket. 1976-ban Ledoux-t meghivtak egy, a szegedi SZBK-ban meg-
rendezett novényi sejtgenetikai kongresszusra, amelyen a teriilet sok vezeté kutatéja
megjelent, koztuk Melchers, Cocking és Rédei is. Egy rovid, de annal megdébbentSbb
eléadasban Rédei preciz genetikai kisérletekkel bebizonyitotta, hogy Ledoux kdli gé-
nekkel komplementélt Arabidopsis mutdnsa nem hordozta a Rédei altal a tiamin 16ku-
szokban eredetileg izoldlt mutacidkat, habar &llitasa szerint Ledoux ezeket hasznalta
kisérleteiben (Rédei et al. 1976). Ezzel a nyilvinos megszégyenitéssel véget ért egy
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kozel egy évtizedes sotét korszak, és megkezdédott annak vizsgélata, hogy az agro-
baktérium Ti plazmid altal biztositott természetes génatviteli mechanizmus hogyan
hasznélhaté fol az égetéen hidnyzé novényi transzformaciés modszer kidolgozasara.

A transzferalt DNS (T-DNS) és a molekuléris névénybiolégia megsziiletése

1974-t6l hatalmas verseny alakult ki Schell és Montagu genti csoportja, valamint
Eugen W. Nester (Washington Egyetem, Seattle) és Rob Schilperoort (1938-2012)
leideni laboratériumai kézott, hogy kimutassdk a Ti plazmid DNS-ének jelenlétét a
novényi tumorokban. Ehhez el6szor elkészitik a Ti plazmidok restrikcids endonuk-
ledz fragmentjeinek fizikai térképeit, és azokat koli plazmid vektorokba épitik a fent
leirt m6don, majd a Ti plazmid DNS-ek P3? foszforizotoppal jelslt fragmentjeit hib-
ridizaljak hasonlé endonukledzokkal emésztett tumor DNS-ekkel. 1977-ben Nester
munkatarsa, Mary-Dell Chilton kézli elészér, hogy a Ti plazmid egyes fragmentjei
megtaldlhaték a névényi tumorok DNS-eiben (Chilton et al. 1977). 1978-ban Schell
és Chilton csoportjai meghatarozzdk az oktopin és nopalin Ti plazmidok fizikai térké-
pén a névények kromoszémadiba beépulé transzferalt DNS- (T-DNS-) szakasz pontos
helyzetét (Chilton et al. 1978; Depicker et al. 1978). Ezek utan gyorsan pérognek az
események, és tobb sziz kozlemény jelenik meg révid egy év alatt a T-DNS-en talal-
haté gének azonositasarol, azok mutaciéival nyert tumorok fenotipusardl és Gj opin-
szintézisért felel8s gének azonositisardl.

1978-t6l Schell tveszi a kélni névénynemesitési Max Planck Intézet (MPIZ) veze-
tését, ahol az IS elemek kutatasiaban kiemelkedd szerepet jatszé Saedler és Starlinger
mellett egyittmikodik Miller-Hill kordbbi munkatérsaival, valamint az SZBK-bél
1979-t6] rendszeresen kildtogaté hazai kutatékkal is. Schell a magyar kutatéknak
egy kulon ,Szeged” laboratériumot létesit, amely csereegyezmények keretében
25 éven 4t segiti a hazai névényi molekularis biolégia fejlédését. Ide latogat rovi-
debb-hosszabb ideig a szegedi SZBK-bél Kondorosi Adam (1946-2011) és Kondo-
rosi (Kuzsel) Eva is, akik 1980-84-ben kimutatjak, hogy az agrobaktériummal rokon
Shinorhizobium meliloti, amely a lucernan a nitrogénfixal6é guimdék létrehozdsaért fe-
lelés, hordoz egy Ti plazmiddal részleges homolégiat mutaté nagy plazmidot. Ezen a
szimbiotikus nitrogénfixilasért felel6s Sym plazmidon lokalizdljak a giiméképzésért
felel8s, un. noduléciés (nod) és nitrogénfixalashoz szitkséges nitrogenaz (nif) géne-
ket. Azonban kideriil, hogy szemben az agrobaktérium Ti plazmidokkal, a Shinorhizo-
bium Sym plazmidjarél nem épiil be genetikai informaci6 a névények kromoszémaiba
(Kondorosi et al. 1991).

Az agrobaktérium T-DNS génjeinek vizsgalata igazolta Braun feltételezését, hogy
a TIP auxin és citokinin hormonok, valamint opinok bioszintéziséért felelés enzimek
génjeit juttatja a névényi tumorokba. Bar ezekrdl a génekrdl baktériumokban is ész-
lelheté fehérjeszintézis, mégis a novényi tumorokban a T-DNS génjeirdl tipikus poliA
farokkal rendelkezé eukariéta mRNS-ek szintetizalédnak. Ezek 5’ végét, az élesztd,
eml8s és human sejtek mRNS-eihez hasonléan, egy 7-metilguanozin-csoport védi.
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1980-ban Schell és Montagu genti csoportja kimutatja, hogy a T-DNS nopalinszintiz
(nos) génjébe beugratott Tn7 transzpozon a T-DNS-sel beépithet6 névényi tumorok
DNS-ébe, és ezzel igazoljak, hogy a T-DNS félhasznélhaté transzformaciés vektor-
ként idegen gének bejuttatidsira novényi sejtekbe (Hernalsteens et al. 1980).

Mivel a T-DNS gének mRNS-eit térképez kolni Lothar Willmitzer Tn7 szekvenci-
akkal hibridizal6 RNS-t észlelt a tumorokban, folmeriilt az a kérdés, hogy Ledoux-t
igazolva esetleg a bakteridlis gének mégis kifejez6dhetnek névényekben. Ennek tesz-
telésére a fejezet szerzdje a T-DNS nopalinszintdz génjébe épiti a pBR322 plazmid
egyik mddositott szdrmazékat. Mivel ez a plazmid nem tud replikdlédni agrobakté-
riumban, a kélibél atkonjugalt pPBR322 vektorok génjei egy lépésben beépitheték a
T-DNS-be az ott taldlhaté homolég DNS-szekvencidkkal térténd rekombinaciéval.
Igy szamos antibiotikum-rezisztencia gén, valamint a csirke ovalbumin és a-aktint
kédolé gének transzformacidja utdn megvizsgilhaté valt azok transzkripcidja, illetve
az altaluk kédolt fehérjék szintézise dohany tumorsejtekben. Ezek a kisérletek egyér-
telmien kideritették, hogy a bakteridlis gének nem fejez6dnek ki névényi sejtekben.
Az eredmény nem volt nagyon meglepd, mert 1974-t61 Roger D. Kornberg és Robert
G. Roeder utt6ré kutatdsainak készonhetéen ismert volt, hogy az eukariéta sejtek-
ben a hisztonok alkotta nukleoszémakra tekert DNS-t tébb kiillénb6ézé RNS-polime-
raz irja 4t (Roeder és Rutter 1969; Kornberg 1974). A bakterialis RNS-polimerazokkal
szemben, a sokkal tobb alegységet és szabalyozé faktort tartalmazé, fehérjét kédélé
géneket atiré6 RNS-polimeraz II enzim az eukariéta géneken lényegesen komplexebb
prométer szekvencidkat és az azokhoz kotéd6 transzkripciés faktorok komplexeit is-
meri fol. Bar ezek részletes megismerése Kornberg, Roeder és sok mas kutatd részvé-
telével csak az 1990-es évekre kovetkezett be (pl. Kelleher et al. 1990; Fondell et al.
1996), nyilvanvaléva valt, hogy a bakterialis gének expressziéjdhoz olyan promoter és
lyeket a névények RNS-polimeraz IT enzime képes f6lismerni.

A kezdeti névénytranszformdcids kisérletek azt is jelezték, hogy az allati gének-
rél késziilhet ugyan mRNS a névényi sejtekben, de azok mérete és egyéb sajatossagai
nem egyeznek meg az ugyanazokrdl a génekrdl dllati sejtekben termelt mRNS-ek tu-
lajdonségaival. Ezért pl. a csirke ovalbumin génr6l nem készilt helyes fehérje dohdny-
sejtekben (Koncz et al. 1984). 1977-t4l, Phillip Sharp és Richard J. Roberts észlelései
alapjan (Berget et al. 1977; Chow et al. 1977) kéztudott volt, hogy a human adenovi-
rushoz hasonldéan egyes éleszté és a legtobb akkor ismert allati és human gén fehér-
jét kodolé régidjat félbeszakitjdk olyan intronnak nevezett nem kédold szekvenciak,
amelyek a transzkripcié soran kivagdédnak a késztil6 mRNS-bél. Az intronok hibas ki-
vagddasa (a ,splicing” angol terminoldgia alapjan ferditett ,,szpldjszolas”) az llati gé-
nekrél névényben szintetizalt mRNS-ekbdl azt jelezte, hogy a kivagddast szabalyozo
kis U RNS-ekbél és kb. 600-800 fehérjébdl folépiils spliceoszéma funkcidéi (Will és
Lihrmann 2011), valamint az intronok félismerésének egyes mechanizmusai kiilon-
boznek novényi és dllati sejtekben.

Az auxin (indolecetsav) bioszintézisért felelés iaaH (indolacetamid-hidrolaz) és
iaaM (triptofén—monooxigenéz), és a citokinin hormon szintézisét iranyité ipt (iso-
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Agrobacterium

Novényseijt

10. dbra. A talajlak6 névénypatogén Agrobacterium sajat DNS-ét a nvényi sejtbe bejuttatva és a sejtet
»atprogramozva” alakitja ki a szaporodasat el6segit6 tumor kialakulasat a névényen. A bakterialis
virulencia (vir) fehérjék segitségével a tumorindukalé plazmidon (pTi) a hatarszekvenciak altal
(LB, RB) kijelolt transzfer-DNS-szakasz (T-DNS) 4tjut a névényi sejtbe, majd beépiil a névényi genomba
(Szabados Laszl6 4dbréja)

pentenil-transzferdz) T-DNS gének mutacids vizsgélatai kideritették, hogy az iaa gé-
nek inaktivildsa megemeli a citokinin:auxin aranyt, amely hajtasok fejlédését indu-
kélja a T-DNS-sel transzformalt tumorsejtekbdl. Az iaa gének mutaciét hordozé, un.
teratéma tumorok hajtdsait névénnyé regenerdlva Schilperoort korabbi hallgatéja,
Léon Otten, Schell kélni intézetében 1981-ben talalt olyan terméképes dohanyno-
vényeket, amelyek hordoztak és mendeli médon 6rokitették a T-DNS oktopinszintiz
génjét (Otten et al. 1981). 1982-re kideriilt, hogy ezekben a névényekben az oktopin-
szintdz gén kivételével a T-DNS 6sszes mas génje egy delécid kévetkeztében elveszett
(De Greve et al. 1982). K6zben Montagu genti csoportja elkésziti az oktopin (Gielen
et al. 1984) és nopalin Ti plazmidok T-DNS-einek teljes szekvenciajat, és ennek alap-
jan megallapitjak, hogy a novények kromoszémadiba beépiil6 T-DNS-szekvencidkat
a Ti plazmidokban két egyirany, 25 bp méretl ismétl6dé szekvencia hatédrolja. Ez-
utdn a T-DNS tumorképzésért felel6s hormongénjeit a kordbban kidolgozott eljaras-
sal pBR322 plazmiddal helyettesitik (Zambryski et al. 1983). K6zben a pBR322 plaz-
midot megalkoté Bolivar mexikdi hallgatéja, a Gentben doktori dolgozatat készits
Luis R. Herrera-Estrella a nopalinszintdz gén prométer és termindaciés régiéi kozé be-
épiti a Tn5 transzpozon kanamicinrezisztencia génjét. Ezt a ,kiméra” gént hordozé
plazmidot a kélibdl agrobaktériumba juttatva rekombindciéval beépitik a T-DNS ha-
tarszekvencidi k6zé, majd dohany levélszévetek agrobaktérium-fertézése utan kana-
micinrezisztencidt mutaté hajtasokat regenerdlnak (Herrera-Estrella et al. 1983). Az
igy elkészitett transzformalt névények egyedil abban kulénbéznek mas dohanyno-
vényektdl, hogy stabilan hordozzak és utédjaikban szegregaljik a kromoszémajukba
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épitett kanamicinrezisztencia-gént. Ezzel lényegében lezarul annak bizonyitasa, hogy
az agrobaktérium természetes uton képes a névényi sejtekbe 6r6kl6ds genetikai in-
formacidt beépiteni (10. dbra). Mig ez a folyamat a természetben tumorindukciéhoz
vezet, az agrobaktérium ,lefegyverzése” a tumorindukalé gének eltivolitidsaval le-
het6vé teszi T-DNS-t hordozé normalis terméképes névények elséllitisat. A T-DNS
segitségével barmely névényi vagy idegen gén beépithets a névények kromoszéma-
iba, és azok funkcidja, szabalyozasa vagy fehérjeterméke tanulményozhat6 pl. ismert
mutaciék komplementélasaval névényekben. A T-DNS-transzformécié kidolgozasa
1983-ban igy megnyitotta az utat a névényi életfunkcidék molekuldris vizsgalatihoz.

Az T-DNS atvitelét és kromoszomalis beéptilését szabalyozé folyamatok
megismerése

A tumorképzésre képtelen, avirulens agrobaktérium mutdnsok jellemzése 1984-re
kideritette, hogy a T-DNS atvitelét névényi sejtekbe a Ti plazmidokon taldlhaté vi-
rulencia (vir) gének A, B, C, D, F és G operonjai iranyitjak. A Nester-csoport és Patri-
cia Zambrisky amerikai kutaté Gentben megkezdett és késébb a kaliforniai Berkeley
egyetemen folytatott munkai révidesen folderitették a kalonbozé vir gének funk-
ci6it (Zambryski 1988). Igy ismertté valt, hogy a virA egy olyan membranreceptor,
amely a sértlt novényi szovetekbdl kiszabadulé fenolvegytleteket és cukrokat ismer
fol, majd egy foszfitcsoportot juttat a virG transzkripcids faktorra, amely ezaltal a
vir operonok operatorszekvencidihoz kotédve aktivalja azok transzkripcidjat. Ezek
kozul, a virB operon génjei kddoljak azokat a fehérjéket, amelyek folépitik azt a szex-
csatorndt, amelyen a T-DNS bejut a novényi sejtekbe. A virD1, D2 és C1 fehérjék
komplexe a T-DNS végein taldlhat6 két 25 bp méretd hatarszekvencidt ismeri fol,
és azokndl a DNS egyik szalit elhasitja. A hasitds utdn az elvigott szl 5’ végéhez
a virD2 fehérje kovalensen kotédik. Hasonl6éan a bakterialis plazmidokat konjugélé
mob piléta fehérjékhez, a hasitasi helytél indul6 DNS-szintézis soran kiszabadulé
egyszala T-DNS-szakaszt, a T-szalat a virD2 pil6ta fehérje virB fehérjék pilusin at a
novényi sejtekbe vezeti. Ugyanezen a piluson at t6bb mas vir fehérje (E2, F, D4 stb.)
is bejut a névényi sejtbe, ahol ezek koéziil az egyszalia DNS-koté virE2 fehérje a virD2
fehérjén taldlhaté sejtmagi lokalizacids szignallal egyiitt a T-DNS-t a sejtmagba jut-
tatja. Az agrobaktérium kozvetitette génatviteli folyamatrdl igy kiderilt, hogy az a
bakterialis plazmidkonjugicié egy specidlis valtozata, amelyben a T-DNS-szegment
konjugaciéjat a T-DNS két hatarszekvencidja mint konjugécids origé (oriT) irdnyitja
(Koncz et al. 1992).

Mivel a hatarszekvencidkon kiviil a T-DNS nem hordoz olyan gént, amely sziiksé-
ges lenne névénybe jutdsdhoz, a T-DNS-t ki lehet vagni a vir géneket hordozé Ti plaz-
midokbdl és atultetni kisebb plazmidokba, amelyek kélibdl konjugaciéval vagy transz-
formdaciéval bejuttathaték agrobaktériumba, és mindkét gazddban replikalédnak.
Azaz, a T-DNS-mentes, virulenciagéneket hordozé segité Ti plazmidokat tartalmazé
agrobaktérium-t6rzsekbdl a T-DNS akkor is atviheté névénybe, ha annak hatarszek-
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vencidit és az azok kozé épitett géneket egy masik kisebb plazmid hordozza. Ezt az el-
vet folhasznalva 1983-84 ben Schilperoort, Chilton, Schell és Montagu csoportjaiban
elkésziilnek a ma is hasznalt modern kételem, in. bindaris transzformaciés vektorok,
amelyek lehet6vé teszik a novényekben tanulmanyozott gének egyszerd médositasat
a génmérnokség modszereivel (Hellens et al. 2000).

Az egyszerisitett T-DNS vektoroknak készénhetéen a rekombinans DNS-techno-
l6gidk kozvetleniil alkalmazhatéva véltak a névénybioldgiai kutatdsokban. A T-DNS
vektorokon a két hatarszekvencia koézott csak egy, a transzformdlt névények sze-
lekciéjahoz szitkséges antibiotikum- vagy herbicidrezisztenciat biztosité génre volt
szitkség, amely mellé be lehet épiteni barmely mas noévényi vagy idegen gént. Igy,
a kordbbi nemesitési mddszerekkel szemben lehetségessé vilt egyetlen, jol jellem-
zett tulajdonsdgot meghatdrozé gén bejuttatdsa egy agrobaktériummal transzfor-
malhaté novényfajba. Minden korabbi klasszikus nemesitési mddszerrel szemben,
a T-DNS-transzformdéciéval tanulmanyozhat6va vélt a névényekbe vitt ismert tulaj-
donsagért felels gének teljes DNS-szekvenciaja és szabalyozasa a nemesitési eljaras
megkezdése el6tt. Ezért a T-DNS folhaszndlasan alapuld célzott nemesités tovabbi
fejlesztésében 1984-tél egyszeriien alkalmazni lehetett a molekularis biolégia egyéb
tertiletein megszerzett ismereteket is.

A genetikai mérnokség széles korli alkalmazasat nagyban elGsegitette az, hogy
Tom Maniatis, Joseph Sambrook és Edward Fritsch, akik jelentés szerepet jatszot-
tak a transzkripcié, RNS-érés, sejtosztédas, fehérjetranszport stb. szabalyozé mecha-
nizmusainak feltdrdsidban, 1982-ben kiadjak a rekombinans DNS-technikék elsé 6sz-
szefoglalé gytjteményét, a Molekuldris klénozds kézikonyvét (Maniatis et al. 1982).
1983-ban megsziiletik egy, a molekularis biolégiai kutatdsokat forradalmasité uj
modszer is. Kary Banks Mullis Khorana egy korédbbi eljarasat f6lhasznalja arra, hogy
egy ismert DNS-templathoz hibridizalt két oligonukleotid kézotti DNS-szekven-
ciat DNS-polimeraz segitségével megsokszorozzon (Saiki et al. 1988). Ebben a po-
limeraz lancreakciénak (PCR-nek) nevezett folyamatban a DNS egyik szalan az els6
oligonukleotiddal elinditott DNS-szintézis létrehoz egy 4j szalat, amely a masodik
oligonukleotid segitségével lemasolodik, és ezaltal egy, a két oligonukleotid 4ltal ha-
tarolt DNS-fragment szintetizalédik. Ezt a folyamatot tébbszor ismételve, a szinte-
tikus DNS-fragment mennyisége 2"-szeresre megsokszorozhatd, ahol n az ismétlé-
sek szama. Mivel az ismételt DNS-szintézis-ciklusok kozott a DNS-templat fragment
két szalat el kell valasztani hédenaturaciéval, a PCR-ben a héforrasokbdl izolalt, ko-
zel 100 °C-on szaporodé Thermus aquaticus baktérium DNS-polimerdzat hasznaljak,
amely hérezisztens. A PCR automatizdladsa nemcsak barmely DNS-fragment megsok-
szorozdsat tette lehetévé az azok végeihez kapcsolt ismert szekvenciju oligonukleo-
tidokkal, de félgyorsitotta az oligonukleotidokkal inditott és lanctermindaciét folhasz-
nalé DNS-szekvendlast is. A PCR technikéaval lehetévé valt a DNS visszanyerése és
szekvendldsa minimalis mennyiségii mintabdl, pl. akar egyetlen sejtbdl is. Mivel a
DNS szélai kozé épuil6 fluoreszcens festékek mennyisége aranyos a DNS hosszaval és
mennyiségével, a PCR sordn megsokszoroz6dé DNS mennyisége is mérheté. Ezéltal
pl. barmely RNS-r6] késziilt kettds szala cDNS elkészitésével egy mRNS sejtbeli meny-
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nyisége is pontosan meghatdrozhaté. Hasonl6an, a PCR-rel izolalni és szekvenalni le-
het ismert transzkripcids faktorokkal keresztkotott promdter vagy RNS-kots fehér-
jékhez kapcsolt RNS-szegmenteket. Ez lehet6vé tette a szabalyozé fehérjék, illetve
kromoszomadlis DNS- és mRNS-szekvencidk kézotti kolesonhatasok pontos térképe-
zését él6 sejtekben, illetve azok sejtmagi DNS-ében a transzkripcié, DNS-replikacid,
DNS-javitas stb. kiillénbéz6 fazisaiban.

A novényi molekularis bioldgia elsé lépései

Az agrobaktérium T-DNS-t f6lhasznal6 névényi transzformaciés technikdk kifejlesz-
tése utdn a kutatdsok harom f6 irdnyban folytatédtak 1984-t8l. A transzformdcids
technoldgiakat kidolgozé laboratériumokban megindulé 4j alapkutatasok célja a no-
vényi gének izolaldsa, szekvenciajuk, szabalyozasuk és funkci6ik részletes megisme-
rése volt. Az alapkutaté intézetekkel szoros kapcsolatban szamos 6j biotechnoldgiai,
valamint tradicionalis vetémagtermeld és novényvéds szereket gyartd cég elkezdte
néhdny termesztett novényfaj (pl. repce, gyapot, szdja stb.) célzott nemesitését a
molekularis médszerek folhasznélasaval. A cégek profiljanak megfeleléen a korai al-
kalmazasok egyik célja a cégek éltal forgalmazott gyomirté szerekkel (pl. glifozat/
BASTA) szemben rezisztenciat biztosité gének haszonnévényekbe épitése volt. Egy
masik cél a nagy mennyiségben hasznilt inszekticidek és széles gazdaspecifitasu ro-
varirté Bacillus thiiringiensis (Bt) baktériumok hasznalatanak csokkentése volt megha-
tarozott rovarfajok elleni Bt toxinok termelésével kiillonb6z6 névényekben. Ekzben
tobb anyagcserét iranyité novényi gén megismerésével lehet6vé vilt egyes novényi
alapanyagok, példaul zsirok ¢sszetételének és mindségének célzott megvaltoztatdsa,
vagy pl. a keményitd, cukrok, vitaminok és gydgyszer-alapanyagok szintézisének el6-
nyos moédositasa. Végul, az agrobaktériumokkal, rhizébiumokkal és egyéb novények-
kel egyutt é16 mikrobakkal foglalkoz6 csoportok tovabb haladtak a névények, baktéri-
umok és gombdk kolcsénhatdsait szabalyozé mechanizmusok és gének kutatdsaban.
ezekkel szembeni rezisztencia kialakuldsit tanulmanyozé csoportok is.

Az 4j technolégidk bevezetését biztosité tudomanyos eredmények kozérthetd is-
mertetése azonban tavolrdl sem kovette a hatalmas iramban elindult gyakorlati alkal-
mazdsokat. Ezért a tudomanyos folfedezések ismeretének hidnyiban a kozvéleményt
az elsé genetikailag médositott organizmusok (GMO-k) megjelenése folkésziiletle-
nil érte. Emiatt mar az elsé genetikailag mddositott névények laboratériumi elkészi-
tésével parhuzamosan megsziilettek ,,a géneket szidndékosan manipuldl6” kutatékat
elitélé tévhitek, amelyek alapjan a biotechnolégiai cégek profitéhségét, terjeszkedé-
sét és a GM-novények veszélyességét gyakran militans hevességgel kritizald, jelentds
ellenéllas alakult ki. 1986-ban pl. a ,Rote Zora forradalmi, feminista és génellenes”
csoport a névényi transzformaciés technolégiat kifejleszté kolni intézetben bombiat
robbant. Amig errél és sok mas GMO-ellenes késébbi akciérdl a kozvélemény azon-
nal értesiil, a tudomanyos ismeretek terjesztése és magyarazata nagy gonddal kiizd
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a hirek szenziciéértékét sajitos mércével mérlegelé hircsatornakban (Van Montagu
2011). Igy az nem szamit szenzaciénak, hogy a kolni intézetben Heinz Saedler kol-
légaja, Schwarz-Sommer Zsuzsa (1946-2009; Maliga P4l és Kondorosi Adam volt
ELTE-s biol6gus évfolyamtarsa) 1984-ben izoldlja a kukorica waxy (keményitészin-
taz) génjébsl McClintock és Peterson I (Inhibitor) kontrolldlé elemét (Schwarz-Som-
mer et al. 1984). Ugyanebben az évben Saedler intézetében azonositjak az elsé ismert
noévényi retro-transzpozont (a reverz-transzkriptdzzal kromoszémaéaba épiilé retrovi-
rusok kozeli rokonat), valamint a kukorica Spm/En és az oroszlanszéj Tam1 és Tam3
transzpozonjait is. Ezzel egy id6ben, Nina Fedoroff (Carnegie Intézet, Washington)
jellemezte McClintock Ac/Ds kontrollalé elemeit (Fedoroff et al. 1983), amellyel lehe-
t6vé valt az Ac és Ds inszercidkkal megjelolt kukorica gének azonositasa.

Fedoroff 1984-t6l rendszeres vendége a kolni intézetnek, amely ebben az idében
az 4j novényi molekuldris kutatdsok Mekkaja. Mivel a transzpozonokkal nagy gya-
korisaggal lehet inszerciés mutacidkat indukalni eredeti gazdanévényeikben, f6l-
merilt annak a lehetésége, hogy a kukorica és oroszlanszdj ,kontrolldl6 elemeivel”
hasonl6 médon mutaciék készithet8k olyan novényfajokban is, amelyek nem hordoz-
nak ismert transzpozont. Ezért Fedoroff, Schell munkatédrsaval, Barbara Bakerrel a
T-DNS-be épiti a kukorica Ac transzpozonjat, és azt dohanyba (Baker et al. 1986),
majd néhany évvel késébb Arabidopsisba transzforméljak. 1987-re kimutatjak, hogy
dohanyban az Ac transzpozon elhagyja a T-DNS-t, és mas génekbe épiil, azaz alkalmas
génmutdciok elkészitésére mas fajokban is (Baker et al. 1987).

A kolni intézet Szeged laboratériumaban, amelyet 1984-tél a fejezet szerzdje ird-
nyit, gyakran taldlkoznak hazai és kulféldi magyar kutatdk, koztik Rédei és Szalay,
akik 1986-87-ben tanulmanyuton itt dolgoznak. A kélni Szeged labor akkori mun-
kédja vezet ahhoz a felismeréshez, hogy a T-DNS beépiilése a névényi kromoszémdk
génjeibe a transzpozonokhoz hasonléan génmutacidkat okozhat. Ennek bizonyitasara
1984-ben olyan T-DNS vektorok késziilnek, amelyek egy prométer nélkili kanamicin
rezisztenciagént hordoznak a T-DNS hatdrszekvencidjihoz épitve ugy, hogy az csak
akkor aktivalédik, ha egy novényi génbe épiil be a T-DNS. Ezutdn, Rédeivel egyttt el-
indul az Arabidopsis agrobaktérium transzformaciéjanak kidolgozisa. 1989-re t6bb
ezer T-DNS-inszerciét hordozé transzformalt Arabidopsis névényt sikeril el6allitani,
amelyek utédjaiban tobb szaz levélszint, novekedést, szervfejlédést stb. megvéltoz-
taté mutdcié szegregal (Koncz et al. 1989). Ezek egy részében novényi fehérjékhez fu-
zionalt kanamicin foszfotranszferdz enzim is kimutathatd, ami azt jelzi, hogy a T-DNS
nagy gyakorisaggal épiil be névényi génekbe, azaz rendkivil hatdsos mutagén.

A T-DNS-inszerciéhoz kapcsolt novényi gének fragmentjeit egy, a T-DNS-be épi-
tett plazmid replikon segitségével izoldlni lehet kéliban, ami megkénnyiti a mutans
gének azonositasat. 1990-re sor keriil az els6 T-DNS-inszerciéval azonositott mu-
tans, a ch42 jellemzésére, amelyben egy klorofill-bioszintézishez szitkséges fehérje
génjét inaktivalta a T-DNS beépiilése (Koncz et al. 1990). Valamivel késébb, egy torpe
novekedést okozé mutacié vizsgalata soran sikeriil azt is folfedezni, hogy az allatok-
hoz hasonléan a névényekben is 1éteznek névekedést iranyité életfontossigu szteroid
hormonok (Szekeres et al. 1996). A T-DNS mannopinszintiz génjeinek prométereit
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folhasznalva, 1986-ban Szalay Aladar otlete nyoman sikeriil a Vibrio harvey bakté-
rium fénykibocsatdsért felelds luciferdz enzimének két alegységét egyszerre kifejez-
tetni névényben, és igy elkésziil az elsé vilagit6é Arabidopsis (Koncz et al. 1987). Ezzel
egy idében Stevens Howell (Cornell, Ithaca) csoportja hasonldan kifejezteti a szentja-
nosbogir luciferazat kédolé cDNS-t dohanyban (Ow et al. 1986). A luciferazok fényki-
bocsaté aktivitasat mérve a névényi gének/promoéterek aktivitdsa kovethetd él6 no-
vények sejtjeiben. Ugyanebben az évben Koélnbe latogat Richard Jefferson is, aki a kéli
B-glitkuronidaz (GUS) génjét hasznélta f6l a névényi gének/promoterek aktivitdsanak
kovetésére. Egy egyszert szovetfestési reakcidval kék szint glikuronidokat lehet ki-
mutatni azokban a névényi sejtekben, ahol a vizsgalt gének kifejezédnek (Jefferson et
al. 1987). Hasonldéan a promoéter nélkiili kanamicin rezisztenciagénhez, réviddel ké-
s6bb a GUS gén is alkalmazist talal a T-DNS-sel indukalt GUS-fuziés fehérjéket ered-
ményez6 névényi génmutaciok azonositdsaban. Emellett folyik a vildgité meduzak
és polipok fénykibocsaté fehérjét kddold génjeinek félhasznaldsa is a névényi gének
aktivitdsdnak vizsgilatdban. Ezt végiil az Aequorea victoria z6ld fluoreszcens fehérjét
kédolé GFP gén kodonjainak mesterséges megvaltoztatdsa teszi lehet6vé Roger Yon-
chien Tsien amerikai-kinai és Jim Haseloff angol kutat6 munkainak koészénhet6en
(Haseloff et al. 1997).

A kétszik(i névényfajok tobbségével szemben az egyszikl gabonafajtdk agrobak-
térium-transzformdacidja joval nehezebbnek bizonyult az 1990-es években. Ezért
ktlénbo6zé névényi szelektdlhatéd rezisztenciagéneket hordozé plazmid DNS-ek f6l-
hasznaldsaval megindult anévényi sejtek és protoplasztok DNS-transzformaciés méd-
szereinek kidolgozdsa is. A bazeli Friedrich Miescher intézetben Ingo Potrykus-szal
és Barbara Hohn-nal dolgozé lengyel biol6gus, Jerzy Paszkowski szdmol be el§szor
dohany protoplasztok sikeres DNS-transzformaci6jar6l 1984-ben (Paszkowski et al.
1984). Dudits Dénes és kivalé szegedi kukoricanemesité munkatéarsa, Mérocz Sandor
ugyancsak a DNS-transzformdcié médszerét hasznaljak fél, hogy embriogén proto-
plasztokbdl herbicidrezisztens, termesztheté kukorica vonalakat izoldljanak (Omi-
rulleh et al. 1995). Paszkowski 1988-ban folfedezi, hogy egy antibiotikum reziszten-
ciagén két fragmentje kozott homolég rekombindcié térténhet névényi sejtekben
(Paszkowski et al. 1988). Ennek ellenére, a névényi génmaodositasi eljarasok lényeges
problémaja marad az, hogy szemben az éleszté- és dllati sejtekkel, a T-DNS-en vagy
plazmid DNS-eken bevitt gének és a kromoszémak génjei kozott a névényi testi sej-
tekben az Un. szomatikus rekombindacié gyakorisiga nagyon alacsony. Ezért a kro-
moszomalis gének egyszerti médositasa (pl. egy pontmutacié célzott beépitése egy
génbe) agrobaktérium- vagy DNS-transzformdéciéval nehezen végrehajthatd.

1987-ben John C. Sanford névénygenetikus és munkatarsai a Cornell Egyetemen
elkészitenek egy nagy nyomadsu siritett levegével miikodé ,génpuskat”, amellyel
mikroszkopikus mérett hordozdkra (pl. arany goly6cskakra) kotott DNS-t lehet be-
16ni névényi sejtekbe, és ezzel a médszerrel DNS-t beépiteni a sejtek kromoszémaiba
(Klein et al. 1987). 1990-ben Maliga Pal és felesége, Svab Zéra (Waksmann Intézet,
Philadelphia) a kloroplasztisz 16S RNS gén sztreptomicin rezisztenciit szolgaltaté
mutdns verzidjat a génpuska segitségével dohdny kloroplasztiszokba transzformaljak
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(Svab et al. 1990). Ezzel lehetévé valik a kloroplasztisz DNS-en kédolt gének célzott
moédositésa, illetve idegen gének kifejeztetése ebben a sejtorganellumban is.

A kordbban hasonléan kloroplasztisz mutansokkal és fehérjékkel foglalkozd
Nam-Hai Chua (Rockefeller Egyetem, New York) laboratériumaban megkezdédik a
kloroplasztisz fehérjéket kodol6 és fényszabalyozott sejtmagi gének prométer ré-
gidinak vizsgélata, valamint a karfiol mozaik DNS virus prométereinek jellemzése
és folhasznaldsa idegen gének kifejeztetésére névényekben (Benfey és Chua 1989).
Ugyancsak Chua csoportja megkezdi a kilénb6z8 prométer szekvencidkhoz kotédé
transzkripcids faktorok azonositdsat, a transzkripciét szabédlyozé DNS-szekvencidk
(n. cisz-regulator elemek) szisztematikus tanulmanyozasat (Katagiri és Chua 1992).
Chua intézetében Steve Key és Maliga volt szegedi hallgatéja, Nagy Ferenc vezetésé-
vel 1986-tdl elindul a névényi fényreceptorok génjeinek és szabalyozé funkciéinak
vizsgélata is (Nagy et al. 1986). Az utébbi kutatdsok eredményeként, Key és Nagy
folfedezik a transzkripciés aktivitds napi ciklusos valtozdsat (un. cirkddian ritmust)
szabalyoz6 belsé bioldgiai 6ra elsé elemeit névényekben (Millar et al. 1992). 1990-re
a novényi molekularis biol6giai kutatasokon dolgozé laboratériumok szama megha-
ladja a szazat, amelyek itt f6] nem sorolhaté eredményei kezdenek komoly betekin-
tést nydjtani a legfontosabb névényi életfunkcidkat irdnyité gének szerkezetébe és
szabélyozasaba.

Arabidopsis: a molekularis biolégia modellnévénye

1987-ben kétszaz kutaté 85 el6adassal jelenik meg a tizenegy év utan Gjra megszerve-
zett 3. Arabidopsis-konferencidn az amerikai Michigan dllam east-lancing-i egyetemén.
A szervez6 Chris Somerville-t még 1976-ban Rédei segitette etil-metdn szulfonat-
tal végzett Arabidopsis mutagenezis kisérleteiben, amelyek roviddel késébb szamos,
addig ismeretlen anyagcserehibat okoz6 érdekes muticié jellemzéséhez vezettek
(Somerville 2001). A konferencia résztvevéi kozott taldljuk a wageningeni Maarten
Koornneef-et, aki 1983-ra elkészitette az Arabidopsis kromoszémak nagy folbontasa
genetikai térképét (Koornneef et al. 1983). Egy mdsik el6adé a fiatal Drosophila-gene-
tikus Elliot Meyerowitz, aki 1986-ra DNS-hibridizacids vizsgilatokkal jellemezte az
Arabidopsis sejtmagi kromoszomalis DNS ismétl6dé és egyedi szekvencidit, és ennek
alapjan megbecsulte az Arabidopsisban taldlhat6 gének szamat. 1985-ben Meyerowitz
volt az elsé, aki Rédei 6sszefoglalé cikkeit elolvasva, a Science folyéirat hasabjain djra
folhivta a tudomanyos kozvélemény figyelmét az Arabidopsisszal végzett genetikai ku-
tatasok pératlan elényeire (Meyerowitz és Pruitt 1985). A konferencia egyik 6 témaéja
a T-DNS-inszerciés mutagenezis, amely a génfunkciék kiutése és azonositdsa mellett
biztositja a mutdns gének azonnali izolalasat is. A bevezeté nagy eléadast Alan M.
Lloyd, a névényi molekuldris biotechnoléga éllovasanak tartott Monsanto cég kuta-
téja tartja, akikb. szdz szévettenyészetben T-DNS-sel transzformalt Arabidopsis-vonal
elgéllitasat ismerteti (Lloyd et al. 1986). A ,kinek van t6bb transzformansa” kérdésre
a genti Dirk Valvekens (Valvekens et al. 1988) 800-as licitje utdn a fejezet szerzdje a
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Llegaldbb 3000” véilaszt adja. A konferencia itt révid id6re megszakad, és a licitels-
ket folkérik arra, hogy roviden ismertessék Arabidopsis-transzformacids eljarasaikat.
A szovettenyésztési mddszerek mellett Kenneth Feldmann a wilmingtoni DuPont
cégtdl beszamol arrdl, hogy agrobaktérium-szuszpenziéban csirazé Arabidopsis ma-
gokbdl is lehet jelentds szamu T-DNS-sel transzformalt névényt nyerni (Feldmann
és Marks 1987). Az el6adasok elhangzdsa utdn vilagossa valik, hogy a legrosszabb
becslések alapjan is mar kézel 10 000 T-DNS inszerci6 all a kutatds rendelkezésére az
Arabidopsis genomban, amely legaldbb egy nagysdgrenddel t6bb, mint barmely mas
névényben ismert mutdcidk szama. Ez egy donté érv arra, hogy az amerikai Nemzeti
Tudomanyos Alapitvany (NSF) programbizottsiga meggy6z6djon arrdl, hogy az Ara-
bidopsis az els6 olyan névény, amelynek Gsszes génjét és kromoszémdinak teljes szek-
venciajat a lehetd leggyorsabban meg lehet ismerni.

Az ezt kovetd 4. Arabidopsis-konferencian Bloomingtonban 1989-ben megalakul
egy nemzetkozi szervezdbizottsig, amelynek tagjai kozott megtalalhatjuk a nagynevi
élesztégenetikus Jerry Finket, a humdn inzulin gént izoldl6 Howard Goodmann-t és
szamos vezetd eurdpai és japan kutatét. Az USA, tobb nyugat-eurdpai orszdg és Japan
tudomdanytamogaté szervezeteinek addig példatlan 6sszefogasaval 1990-ben elindul
a nemzetkdézi Arabidopsis genom projekt, amelynek célja mas modellorganizmusok-
hoz hasonléan a névényi modell Arabidopsis teljes DNS-szekvencidjanak megisme-
rése. Az 4j molekularis genetikai eljardsok ismertetése és oktatdsa céljabdl 1992-ben
Koncz, Chua és Schell kiadjik az elsé Arabidopsis médszertani kézikonyvet, és egy
Arabidopsis tanfolyamot szerveznek Koélnben (Koncz et al. 1992), amelyet egy ha-
sonl6 kurzus kovet Watson Cold Spring Harbor-i intézetében. 1994-ben Meyerowitz
és Somerville gondozdsidban megjelenik az Arabidopsis enciklopédia (Meyerowitz és
Somerville 1994), amely t6bb szaz virdgfejlédést, virdgzasi id6t, hormonalis szaba-
lyozast, stresszvalaszt, fotoszintézist és mdas anyagcsere-folyamatot szabalyozé gén,
illetve szignalatviteli ut fehérjéinek jellemzését ismerteti. R6vid négy év utan az Ara-
bidopsis életfolyamatainak megismerése molekularis szinten fej-fej mellett halad a ha-
sonlé kutatasokkal élesztében és Drosophildban.

Az Arabidopsisszal dolgozé laboratériumok szama az 1990-es években kozel tiz-
ezerre né. A nemzetkozileg egyeztetett kutatasi terveknek megfeleléen, az amerikai,
eurdpai és japan csoportok folosztjak egymas kozott az Arabidopsis 6t kromoszomdja-
nak szekvendaldsat. A robbandasszertien névekvé molekularis informécié rendszerezé-
sére létrehozzak az Arabidopsis Informaciés Kézpontot (TAIR-t) és a mutdns magokat
és DNS-konstrukcidkat fénntarté és terjeszté ohidi és nottinghami térzsgydjtemé-
nyeket. Az Arabidopsis-kromoszémék egymdssal atfedé szegmentjeit mesterséges
élesztd és bakterialis kromoszéma vektorokba épitik, majd a szegmentek végeirsl ké-
szitett hibridizaciés prébak segitségével megillapitjak azok sorrendjét a kromoszé-
mdkon. Ezt a munkat nagyban segiti, hogy tébb szdz gén és tobb ezer T-DNS-inszer-
ci6 helyzete mar ismert a kromoszémakon. 1993-ben Georges Pelletier versailles-i
csoportja folfedezi, hogy az agrobaktériumok fejl6dé virdgokba juttatdsdval a pete-
sejt, illetve embrid sejtjei nagy gyakorisaggal transzformalhaték, amivel tetszéle-
ges szamu Arabidopsis-transzformans eléallithaté. Ezzel a médszerrel az Arabidopsis
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genom , telithet6” T-DNS-inszercidkkal tgy, hogy minden génben talalhaté legyen
legalabb egy T-DNS-sel indukalt mutécié (Bechtold et al. 1993).

1995-ben Craig Venter csoportja (Inst. Genome Research, Baltimore) elkésziti az
elsé ismert restrikciés endonukledzokat produkialé Haemophilus influenzae baktérium
kromoszémdjanak szekvenciajit, amely 1740 gént kdédol. Ezt kéveti 1996-ban az
éleszté 6000 gént hordoz6 genomjanak, majd 1998-ban a fonélféreg (Caenorhabditis
elegans) kozel 1 millié bazispar (97 Mb) méreti és kb. 20 400 fehérjét kodolo sejtmagi
genomjanak szekvenalasa. Az Arabidopsis genomszekvenalé nemzetkozi konzorcium
2000-ben ér célba, és ezzel kideril, hogy a névényi modell kromoszémaiban taldlhaté
DNS mérete kb. 134,6 Mb, amely 27 416 fehérjét kédold gént, 4827 transzpozont,
illetve mutédns gént, valamint 1359 egyéb, mds szabdlyoz6 RNS szintéziséért felelss
gént hordoz (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000).

A 21. szazadi novénybiolégia, nemesités és a bioinformatikai
informaciérobbanas

A novényi életfolyamatok molekuldris megértését célzo6 kutatasok 21. szazadi torté-
netébdl a kordbbi évtizedekhez hasonléan is csak néhany példat emlithetiink meg e
fejezet keretein belul. Az elmult két évtized nagy folfedezései kozil talan a legjelen-
t6sebb annak felismerése volt, hogy a gének aktivitdsiat az RNS-polimerazokkal kol-
csonhaté altaldnos és szekvenciaspecifikus transzkripciés faktorok mellett szamos
kis- vagy nagyobb méret( fehérjét nem kédolé RNS-molekula is szabélyozza. Sidney
Altman és Thomas Cech amerikai molekuldris biolégusok mar 1989-ben atvehették
Nobel-dijukat az enzimekhez hasonlé katalitikus aktivitassal rendelkezé RNS-mole-
kulak folfedezéséért, amelyek elsé példait a fehérjék segitsége nélkiil 6nkivigéddsra
képes Terahymena intronok szolgéltattik (Cech 1990). A katalitikus aktivitassal ren-
delkezé RNS-ek, ribozimek tovibbi kutatdsa lehetévé tette RNS- vagy fehérjeszek-
vencidkat folismerd és médosité katalitikus RNS-ek tervezését, amelyek akar auto-
ném replikaciés tulajdonsaggal is ellathaték. Az mRNS-ek vagy fehérjék ribozimekkel
torténd inaktivalasa lehetGséget nyujt egyes tulajdonsagok (pl. betegséget okoz6 fak-
torok) célzott kiiktatdsara. A ribozimekkel kapcsolatosan itt meg kell jegyeznink,
hogy az elsé ,kalapacsfejd” ribozimet mar 1986-ban leirtdk névényi RNS-virusokban
és viroidokban, és hogy szamos ribozimet k6dold gént ezt kévetSen 2005-ben azono-
sitottak Arabidopsisban is (Prody et al. 1986; Przybilski et al. 2005).

1993-ban Victor Ambros, Rosalind Lee és Rhonda Feinbaum folfedezték, hogy a
fonalféreg Lin14 génjérél szintetizalédé fehérje mennyiségét egy masik, a lin4 gén-
r6l szarmazé 21 bp méretdi mikro-RNS szabélyozza a Lin14 mRNS riboszomalis
transzlaciéjanak gatlasaval (Lee et al. 1993). 1994-ben a szerz6 volt kolni hallgatdja,
Michael Wassenegger Heinz Singer mincheni laboratériumaban félfedezi, hogy a
T-DNS-sel dohdnyba transzformalt burgonya PSTVd viroidrél egy kis RNS szinteti-
zalédik, amely a T-DNS-en taldlhaté viroid gént kikapcsolja, illetve lecsondesiti azt
a DNS-szekvencidban taldlhaté GC parok citozin metildciéjaval (Wassenegger et al.



A MOLEKULARIS BIOLOGIA TORTENETE A TRANSZFORMACIOTOL A GENETIKAI MERNOKSEGIG 113

1994). 1999-ben Andrew Hamilton és David Baulcomb a norwichi John Innes Inté-
zetben bizonyitjadk (Hamilton és Baulcombe 1999), hogy egyes gazdagének kikapcso-
lasat is olyan kis RNS-ek okozzdk, amelyek szabdlyozzdk azok citozin metilaciéjat.
Az ezredfordul6 elsé éveiben tobb csoport egy idében folfedezi, hogy a névényekben
is megtalalhaté mikro-RNS-ek az mRNS-ek transzliciéjanak gatlisa mellett képe-
sek az mRNS-ekkel bazisparosodva indukalni azok szekvenciaspecifikus elhasitasat a
mikro-RNS-eket sz4llité Argonaut fehérjék kozvetitésével (Voinnet 2009). A kis cson-
desit6 si-RNS-ek és mikro-RNS-ek érési és hatdsmechanizmusainak részletes megér-
tése elvezetett szdmos olyan technolégia kidolgozasidhoz, amellyel pl. virusokkal vagy
mikro-, illetve si-RNS-t kddolé gének szabalyozott kifejeztetésével egy vagy tobb gaz-
dagén aktivitasa célzottan kikapcsolhaté novényekben. Igy pl. ma maér tervezhetsk
olyan mesterséges mikro-RNS-ek is, amelyekkel barmely tetszéleges mRNS inaktival-
hatd, azaz az azt kédolé gén aktivitasa gatolhaté. Ugyanakkor ismert, hogy a névényi,
allati és human mikro-RNS-ek fontos szerepet jatszanak a sejtosztédas, differencialé-
das, stresszvélaszok és sok mas folyamat szabalyozasiban. A folyamatok hibdit, ame-
lyek pl. tumorképzédéshez vezetnek egy mikro-RNS helytelen tultermelése miatt, ma
mar ki lehet javitani a mikro-RNS-ekkel bazisparosod6 mesterséges kis RNS-ek vagy
oligonukleotidok segitségével (Ossowski et al. 2008).

Az utébbi évek egyik legprecizebb technolégidja a gének moédositasara azt az
alapelvet hasznalja f6l, hogy a sejtekbe juttat egy olyan RNS-t, amellyel a gének
szekvencidiban specifikus mutdciok, akdr bazisparcserék is elkészitheték. A cél-
gén szekvencidival bazisparosodé komplementer RNS-t egy olyan révid kettés széla
RNS-régidhoz kapcsoljak, amelyet folismer egy bakterialis endonukledz, a Cas9. A cél-
gén DNS-ével bazisparosodé ,vezets” RNS segitségével a Cas9 endonukleidz elvigja a
célgén DNS-ét, amelyben a vagott hely kijavitdsanak gyakori hibdi miatt mutaciok ke-
letkeznek. A Cas9 fehérje endonukledz aktivitdsat kiiktatva, a specifikus génszekven-
cidkkal parosodé RNS-fehérje komplex gitolja a célgén atirédasat. Hasonlé médon,
a Cas9 fehérje fuzionalhat6 mas transzkripciét aktivalé fehérjékkel, és ezaltal egy gén
kivant médon be is kapcsolhat6 (Mali et al. 2013).

Az 6sszes eddig emlitett génmddosito eljarashoz feltétel volt idegen DNS bevitele
a médositandé gént hordozé organizmus sejtjeibe. Ezt nem teszi szitkségessé azon-
ban az az Gj médszer, amely Ulla Bonas hallei csoportjanak munkdjabél sziiletett meg
2009-ben. Bonas, aki az oroszlanszdj Tam1 transzpozonjat azonositotta 1984-ben
Kélnben, késébb az egy- és kétszikd novényeken szaporodé Xanthomonas baktérium-
fajok betegséget okozd génjeinek vizsgilataval foglalkozott. Munkaja soran folfe-
dezte, hogy a Xanthomonas fajok, az agrobaktériumhoz hasonléan szamos olyan, un.
effektor fehérjét juttatnak pilusaikon keresztil a gazdanovények sejtjeibe, amelyek a
sejtek védekezsképességét lecsokkentik. Az ilyen effektorok egyike az AvrBs3/PthA
fehérje, amelyrdl kiderilt, hogy a gazdanévény sejtmagjaba behatol, és ott a gazda
immunitasért felel8s génjeinek kifejez6dését szabalyozza (Boch és Bonas 2010).

Az AvrBs3 fehérje vizsgilata kideritette, hogy az egy transzkripciét aktivald
TALE faktor, amely egy ismétl6dé peptid egységekbél folépulé DNS-koté régiot (do-
mént) hordoz, és a gazdagének prométer régiéiban révid DNS-szekvencidkat ismer
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fol. A TALE faktor DNS-koté tulajdonsagainak vizsgalata kimutatta, hogy az azon
belil ismétl6ds peptidek egy-egy specifikus bézis folismeréséért felel6sek a fehér-
jét koté DNS-szekvencidkban (Boch et al. 2009). A DNS bézissorrendjét folismerd
peptidkdd megismerése lehet6vé tette a peptidek sorrendjének megvaltoztatdsival
olyan 4j TALE faktorok létrehozasat, amelyek képesek egy kivant DNS-szekvencidhoz
kotédni barmely génben. A kordbban emlitett Cas9 rendszerhez hasonléan, a TALE
faktorok DNS-koté peptidjeivel fuziondlni lehet pl. a Fokl endonukleazt. Az igy el-
készitett TALEN fehérjékkel a kivilasztott célgén DNS-e a kivant szekvencidkndl el-
hasithaté. Ennek segitségével az elhasitott gén szekvencidjaban bazispar-deléciok
vagy -cserék, pontmutécidk izoldlhaték. Az elmult két évben a TALEN faktorok ho-
dit6 utjukra indultak a biolégia és orvostudomany minden tertletén. Segitségiikkel
idegen DNS-szekvencidk félhasznaldsa nélkil médosithaté tetszés szerint kivélasz-
tott gének aktivitdsa, mint példdul olyanoké, amelyek meghatarozzak a névények és
allatok kérokozokkal szembeni érzékenységét, vagy szerepet jatszanak a tumorsejtek
kontrollalatlan osztédasaban (Bedell et al. 2012).

Miéta Craig Venter és munkatarsai 2001-ben kézolték az els6 human genomszek-
venciat (Venter et al. 2001), a DNS-szekvendlasi és bioinformatikai technoldgiak el-
képeszté fejlédésének lehettiink szemtandi. Az 4j generaciés DNS-szekvenaldsi méd-
szerekkel ma, a kordbban 10 évet igényl6 Arabidopsis genomszekvencia elkészitése
egy vagy alig tobb napot igényel. Egy lépésben tobb szdz kilénbo6zé Arabidopsis ter-
mészetes varidns vagy mutans teljes szekvencidja elkészithetd és analizalhaté (Cao et
al. 2011). Korabban a vegyszerekkel vagy sugarzassal indukalt mutaciok térképezése
és egy mutdns gén azonositdsa tobb évi megfeszitett munkat igényelt. Ma mar ele-
gendd a mutans vad tipussal valé visszakeresztezése utan a hibridek utédgeneracioi-
ban szegregilé mutansokat begyijteni és DNS-itk keverékét megszekvenalni ahhoz,
hogy egy bazisparcserét okoz6 pontmutécié helyzetét az Arabidopsis genomban pon-
tosan meghatarozzuk. Korbinian Schneeberger kélni bioinformatikus ,k-mer” minta-
felismer6 programjai azt is lehet6vé teszik, hogy ismert genomszekvencia hidnyiban
is azonositani tudjunk egy ismeretlen génmutaciét barmely névényben (Nordstrém
etal. 2013). 2013-ban az év mddszerének az egysejt szekvendlast vilasztottdk, amivel
egyetlen human sejtbél a kromoszomalis DNS és a sejt teljes RNS-készletének szek-
vencidja egyszerre elkészithet§ és az mRNS-ek eléfordulasi gyakorisidga is meghata-
rozhaté (Eberwine et al. 2014).

Az utébbi évek technikai fejlédésének koszonhetben, az Arabidopsis, rizs, szdja,
fekete nydr, kukorica, sz616 és lucerna rokon Medicago truncatula utan 2013-ban ren-
delkezésiinkre allt mér a burgonya, paradicsom, petinia, dohény, kasszava, papaya,
banén, datolyapédlma, kenyérbuza és még szdmos névényfaj, 6sszesen 252 genom tel-
jes vagy részleges szekvencidja. 2014-re varhatd, hogy ez a szdm exponencialisan né-
vekszik, és a kovetkez évtized végére feltehetGen megismerjiitk a botanikus kertek,
erd6k, mezdk, dzsungelek és vizek ezernyi vagy tizezernyi névényfajanak szekven-
cidjat. Ez utdn val6szind, hogy névényrendszertani ismereteinket gondos revizié ala
kell venniink, mert a fajok kozott eddig morfolégiai és szaporodasi jellegeik alapjan
meghatdrozott hatdrokat a megismert DNS-szekvencidk 6sszehasonlitdsa jelentd-
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sen moédosithatja. Példaul, az Arabidopsist kozeli rokondtél, a borzas kakukktormatol
(Cardamine hirsuta) rendszertanilag féleg az kulénbozteti meg, hogy a kakukktorma
levele 6sszetett és szabdalt, mig a ludfi egy levélnyélen csak egy landzsa alaku levél-
lemezt fejleszt. E megkiilonbo6ztetd rendszertani jegyért azonban egyetlen gén a fele-
16s, ami a kakukktorméban és az 6sszes kaposztafélében jelen van, de elveszett a lud-
fiibsl (Vlad et al. 2014).

Az mar biztos, hogy a 21. szdzad nemesit6jének hamarosan nem kell attél félnie,
hogy nem tudja, milyen génekkel és DNS-szekvencidkkal késziti el hibrid névényeit.
Az azonban valésziniileg még eltart egy ideig, hogy pontosan megismerje minden
gén funkcidjit, szabalyozdsuk halézatait, az azokban részt vevé RNS-ek és fehérjék
kolcsénhatésait, valamint a sejtmiikodést, osztédast, differencidlédast, szervfejls-
dést stb. szabalyozé folyamatok teljes molekularis hatterét. Az ezeken a teriileteken
az elmult két évtizedben elért hatalmas fejl6dést lehetetlen egy fejezet vagy akar egy
konyv keretein belul 4ttekinteni. [llusztricidként ezért csak azt jegyezzitk meg, hogy
2013-ban kb. 10-12 000 Arabidopsis gén funkcidjardl rendelkeztiink valamilyen isme-
rettel, és ezek 5%-ardl allt rendelkezésiinkre a funkciét kisérletesen bizonyité részle-
tes adat. Ugyanakkor az Arabidopsis gének altal kédolt RNS-ek mennyiségének valto-
zasardl kb. 28 000 kisérlet szamolt be kiillonb6z6 korulmények kozott és kb. 17 000
adat-egyiittes szolgaltatott segitséget a fehérjék kozotti kolcsonhatdsok megisme-
réséhez. Ezzel a névénybioldgia is belépett az un. ,,omikdk” (transzriptomika, pro-
teomika, metabolomika, degradomika stb.) korszakaba, ahol az Arabidopsis-génkész-
lethez kapcsol6dé tobb ezermillidrd adat kozotti tdjékozddés lehetetlen a halézati
adatokat rendszer-bioldgia szintjén f6ldolgozé professzionalis bioinformatikai hattér
nélkil. Ez azonban mar a jelenlegi fejlédés szintjén is lehetévé teszi, hogy egy génmu-
taci6, megvaltoztatott génfunkcié vagy egy idegen gén beépitése altal okozott valto-
zasokat a transzkripci6, transzlacié, anyagcsere, hormonhatasok és fejlédés szabalyo-
zasanak szintjén nagy pontossiggal kovethessitk (Rhee és Mutwil 2013).

Epilégus, avagy féljunk-e a GMO-ktdl

Hazank 4j alaptérvényének XX. cikkelye kimondja, hogy: ,1: Mindenkinek joga van
a testi és lelki egészséghez”, valamint ,2: Az (1) bekezdés szerinti jog érvényesiilését
Magyarorszdg genetikailag médositott élélényektsl mentes mezégazdasdggal, az egészsé-
ges élelmiszerekhez és az ivovizhez valé hozzaférés biztositasaval (...), valamint a kor-
nyezet védelmének biztositasaval segiti el8.” Ezért torténeti visszapillantasunk végén
vizsgaljuk meg, hogy az eddigi tudomanyos ismereteink alapjan mit is takar a ,gene-
tikailag médositott él6lények” fogalma.

Amint lattuk, a legegyszeriibb egysejti baktériumok kérében a ,,genetikai médo-
sitas” egy gyakori és természetes esemény, amelynek sordn az egyik baktérium ,elére
megfontolt szdndékkal” dtjuttat egy masikba egy plazmidot, episzémat, fagot, de akar
kromoszomadlis DNS-ének teljes egészét vagy annak részleteit, és ezzel megvaltoz-
tatja és médositja a fogadd baktérium génkészletét és tulajdonsagait. Ennek veszélyes
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kovetkezménye példaul, hogy kérhazainkban egyre terjednek a sokszoros antibioti-
kum-rezisztencidval rendelkezé kérokozok, amelyek elleni védekezés egyre remény-
telenebb, mert a tudomany altal megismert antibiotikumok teljes skaldja elleni re-
zisztencia mar megtaldlhaté a mikrobdkban. Ebben a fejezetben megtudtuk, hogy az
agrobaktériumok nemcsak mas baktériumokkal tudnak genetikai informaciét kicse-
rélni, de képesek a magasabb rendi névények sejtjeibe is DNS-t beépiteni, amely a
sejtek osztédasahoz és tumorok kifejlédéséhez vezet. Megismertik, hogy a névényi
tumorok létrejottéért a tumorindukalé Ti plazmidok egy régidjan, a T-DNS-en kédolt
gének a felelgsek, amelyek a baktériumok szexpilusain 4t jutnak a névényi sejtekbe,
ahol beépiilnek a névények kromoszémajiba, és felismerédnek a gazda transzkrip-
ci6s rendszere altal. A T-DNS-t névényi sejtbe juttatd virulencia (vir) gének funkcioit
ismertetve megemlitettiik, hogy a plazmid DNS-ek baktériumok koézotti atviteléért,
mobilizaciéjiért felels mob fehérjék funkciéja nagyon hasonld a T-DNS-t névényi sej-
tekbe vezetd virD2 piléta fehérje funkciéjdhoz. Valéban, a T-DNS-t névényekbe jut-
taté [V-es tipust szekrécids szexcsatorndkon (T4SS) nemcsak a T-DNS, de més bak-
teridlis plazmidok DNS-e is bejuthat novényi sejtekbe! Példaul mar 1987-ben ismert
volt, hogy egy RSF1010-nek nevezett plazmid a sajat maga altal kédolt mob fehérje
segitségével a T-DNS szexcsatorngjat folhasznalva dtkonjugél agrobaktériumbdl no-
vényi sejtbe, és mi tobb, beépiil a T-DNS-hez hasonl6éan a névények kromoszémaiba
(Buchanan-Wollaston et al. 1987; Bravo-Angel et al. 1999). 2005-ben a névénybiols-
gia ,fenegyereke”, Richard Jefferson csoportja kimutatta, hogy a kételemii Ti plazmid
transzformaciés vektorok T-DNS-ei a szimbiotikus nitrogén fixalasaért felels Rhizo-
bium torzsekbdl is bejutnak egy- és kétszikd novényekbe, és integrilédnak azok sejt-
magi kromoszémadiba (Broothaerts et al. 2005). 1995-t6l megtudtuk azt is, hogy az
agrobaktérium képes bejuttatni a T-DNS-ét éleszt8kbe (Bundock et al. 1995), fonalas
gombakba (Jiang et al. 2013), tengeri uborkakba (Bulgakov et al. 2006), valamint &l-
lati és human sejtekbe (bar az utébbiak transzformdacidéjdhoz ki kell jatszani az agro-
baktérium DNS-atviteli rendszer h6érzékenységét) (Citovsky et al. 2007). Amint azt
emlitettik, a T-DNS eredeti génjeit f6lismerd névényi RNS-polimeraz II és a gomba-,
valamint emléssejtek RNS-polimerdzai, illetve intront kivagé spliceoszémai kozotti
kilonbségek miatt, a T-DNS kédolta gének nem miikédnek helyesen gomba- és allati
sejtekben. A T-DNS azonban hasznos vektorként szolgal pl. szdmtalan gomba bio-
technolégiai médositasdban, és lehet6vé teszi az Arabidopsisra kidolgozott génkititési
eljarasok alkalmazdsat, mert a T-DNS kromoszomalis beépulése a névényekhez ha-
sonléan a gombak sejtjeiben is mutdcidkat okozhat.

A baktériumgenetikai vizsgalatok tovabbi elérehaladdsa az elmult évtizedben azt
is kimutatta, hogy szdmos mds baktérium is hordoz olyan géneket, amelyek az agro-
baktérium szexcsatorna fehérjéit kodolé virB génekhez, illetve a T-DNS-t névénybe
szallit6 virD2 fehérje génjéhez hasonléak. Christoph Dehio, aki Jeff Schell hallga-
téjaként a Shinorhizobium-bdl névényekbe torténé génatvitel lehetéségét vizsgalta
Kélnben, a parizsi Pasteur Intézetben egy évtizeden 4t tanulmanyozta azokat a bak-
tériumtorzseket, amelyek agrobaktériumhoz hasonlé virulencia géneket hordoz-
nak. Dehio 2011-ben f6lfedezte, hogy az emberben sulyos betegségeket (pl. fehér-
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vérliség) okozd Bartonella torzsek képesek az agrobaktériumhoz hasonlé T4SS
szexcsatornaikon keresztil egy plazmidjukat human sejtekbe konjugalni és azt be-
épiteni human kromoszémakba. Réviddel ezek utan kimutatta, hogy a széles gaz-
daspecifitasi R388 plazmid ugyanezen a T4SS csatornan jut 4t Bartonelldbdl mas
baktériumokba és human sejtekbe is, ahol integralédik a kromoszémékba (Llosa et
al. 2012). Ez a megd6bbent6 észlelés arra a valés lehetéségre hivta ol a figyelmet,
hogy az emberben é16skodé vagy szimbiotikus baktériumok természetes médon ge-
netikai informdciét juttathatnak az emberi sejtekbe. Logikus azt feltételezni, hogy
a human kromoszémakba épiilé bakteridlis DNS elronthat, mutaltathat életfontos-
sdgu géneket, mint pl. egy tumor szuppresszor gént, amely az anyai vagy apai gén
hibaja miatt csak egy m(ik6dé képidban van jelen sok emberben. A 2012-ben indult
Humién Mikrobiom Projekt (HMP) az j generaciés szekvendalasi médszerekkel a bg-
rén, vérben, nydlkahartydkon, bélben és egyéb szervekben tobb mint 50 kalénboz6
baktériumnemzetség fajait mutatta ki. A vizsgalatok az emberi szervezetben meg-
talalhaté 10'* baktérium kozott tulszaporodé fajok és a gyakori betegségek kozott
(pl. sziv-érelmeszesedés, beteges kovérség, colitis, asztma, psoriasis, idegfejlédési
és pszicholdgiai zavarok, korai 6regedés stb.) vildgos ok-okozati 6sszefliggéseket al-
lapitottak meg révid egy év alatt (Cho és Blaser 2012; Heintz és Mair 2014). A gyo-
mor baktériumflérajaban a Helicobacter pilori a legelterjedtebb, az emberek tobb
mint 50%-aban megtalalhat6. Barry Marshall és John Robin Warren ausztral orvo-
sok 6nmagukon végzett kisérletekkel 1983-89-ben igazoltdk, hogy a Helicobacter a
gyomorfekély és gyomorrak kérokozédja. A T4SS szexcsatorndk kozvetitette DNS-4t-
vitel folyamatdnak konzervaltsiga miatt ezért megdébbenté az az alig egy hénapja
megjelent kozlemény, amely kimutatja, hogy a T4SS pilus nemcsak egy rdkkelts
CagA fehérjét, de DNS-t is képes a sejtek kozott atjuttatni (Fernandez-Gonzalez és
Backert 2014).

Mindeddig az 4llati és emberi DNS-ek szekvenaldsa soran a bioinformatikai sz(iré-
programokkal eltavolitottak az adatok kézil minden olyan bakterilis szekvenciat,
ami arra utalt, hogy a forrasként hasznalt sz6vetmintak esetleg baktériummal szeny-
nyezettek voltak, vagy bakterialis szennyezés lehetett jelen a szekvenalast megel6z6
PCR reakci6kban. A tavalyi év médszerének valasztott egysejt szekvendlassal azon-
ban lehetségessé valt annak kozvetlen bizonyitdsa, hogy baktérium plazmid vagy
esetleges kromoszomalis DNS-szakaszok beéptilnek-e életink folyaman sejtjeinkbe.
Taldn hamarosan kideril, hogy mindannyiunk szdmos sejtje dlland6 genetikai moé-
dositasnak van kitéve, azaz mi, akik esetleg meggyézédve elitéljik a GMO-kat, sajat
magunk is legalabb részleges GMO-k vagyunk. Hogy ennek vannak-e esetleg hasznos
vonatkozdasai is, az majd csak késébb deriil ki. Mar most ismert azonban, hogy egyes
benniink él6skodé baktériumok anyagcseretermékei agyunk miikodését, idegsejtje-
ink differencialéddsat és immunreakcidinkat pozitiv vagy negativ médon befolydsol-
jak (An et al. 2014; De Vadder et al. 2014).

Most pedig vizsgaljuk meg, mit is manipulaltak 6ssze a névényekben azok a feje-
zetben is emlegetett ,elvetemedett” kutatdk, akik miatt hazankban az alaptérvény
Ujabb megviltoztatisdig tilos GMO-kat félhasznalni a mezégazdasigban. Amint azt
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elmagyaraztuk, az agrobaktérium transzfer DNS-én nincs egyetlen gén sem, amely
szikséges lenne ahhoz, hogy névényi sejtbe keriiljon és ott a kromoszémaba integ-
ralédjon. Mindehhez csak két 25 bp hosszusadgu DNS-szakaszra van sziikség, amely
kozé barmilyen gént, névényit vagy mas organizmusbdl szarmazét, be lehet épiteni.
A kutatasok kezdetén e két T-DNS-hatdrszekvencia kozé épitettek be egy olyan gént,
amely segitett a T-DNS-sel transzformalt névények kiszelektalasdban antibiotikum-
(pl. kanamicin-) rezisztencidjuk alapjan. A szelektdlhat6 gén mellé helyezték el azokat
a géneket, amelyeknek a funkciéjat, szabalyozdsit vagy fehérjetermékét meg akartak
vizsgilni novényekben. Valamivel késébb az is lehetségessé vilt, hogy a szelektalhatd
gént kicseréljék egy fénykibocsito fehérjét (pl. GFP-t) k6dolé génre, amelynek aktivi-
tasa pl. a névények magjaiban lathaté volt, és igy a T-DNS-t hordozé transzformans
novényeket antibiotikum nélkil is azonositani lehetett.

Mint minden tudomdnyagban, a technikai fejlédéssel az alkalmazasok is tokéle-
tesedtek. A T-DNS-en gyakorlati alkalmazas céljadbdl névénybe vitt gének mellél az
4j technol6gidk alkalmazasaval el lehetett tavolitani a szelektalhaté antibiotikum-re-
zisztencidért vagy fénykibocsatasért felel6s gént. Ez tgy tortént, hogy a szelektalhaté
gén két oldalara egy olyan endonukledz hasitéhelyeit épitették be, amely semmilyen
szekvenciat nem ismert fél a névények kromoszomalis DNS-ében. Igy, ha ezt az en-
donukleazt (pl. I-Scel, Cre stb.) kifejeztették névényben, akkor a T-DNS-bél a szelek-
talhat6 idegen gén pontosan kivagddott, és csak az alkalmazas céljabdl médositott
gén maradt meg egy képidban a kromoszémaba épitve (Tuteja et al. 2012). Ennek az
un. ,markermentes” eljardsnak a kévetkez lépésében az endonukledz génjét eltavo-
litottak a médositott gént hordozé T-DNS mellél egy keresztezéssel, amellyel egyben
a moédositott gén at is keriilt a kivant termesztett névényfajtiba.

Mivel a kritikdk kizdrtdk azt, hogy barmely idegen, nem névényi gén keriiljon be
novényekbe, a harmadik genericiés génmodositési eljardsokban mar csak ismert
funkciéji novényi eredetii gén kertl beépitésre a T-DNS két hatarszekvencidja kozé.
A nagy gyakorisdgu transzformaciés médszerek kidolgozasanak készonhetéen, ma
mar az is lehetséges, hogy a T-DNS-t hordozé névényeket PCR technikaval azono-
sitsak. Helyes tervezéssel, a novényi gént kozrefogdé T-DNS-hatédrszekvenciakbél az
egyik oldalon 1 vagy 3 nukleotid, a mdsik oldalon pedig gyakran egy sem marad a
T-DNS beépiilése utan a genetikailag médositott novény kromoszémdjiban. A jelen-
leg hozzaférheté médszerekkel igy egy (vagy tobb) kivant tulajdonsagot kédolé gént
be lehet épiteni idegen gén segitsége nélkil is egy novény kromoszémdjiba. Mivel
igy egy névény génmuticidja ugyanannak a fajnak egy vad tipusu génjével (alléljével)
komplementdlhaté (kijavithatd), az idegen gének atvitelét eredményezé transzgéni-
kus technolégidval szemben ezt a médszert ciszgénes eljarasként emlegetik.

A novényi gének atvitele egyik fajb6l a masikba a ma rendelkezéstinkre 4ll6 T-DNS
transzformaciés mddszerekkel gyakorlatilag semmiben nem kiillénbozik a klasszikus
nemesitési eljarasoktol. Csak annyiban, hogy nem nagy és jorészt ismeretlen kromo-
szoémaszakaszt épit at egyik fajbol vagy fajtabdl a masikba, hanem kizarélag csak azt
a gént, amely a kivant tulajdonsagért felels. Mindehhez nem szitkséges 10-15 év
keresztezési munka. Az eredmény 2-3 éven beltl lithat6, mérhetd, és sziikség sze-
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rint a létez6 nemesitési, egészségiigyi stb. eléirasoknak megfelelen ellendrizhetd
és bizonyithatd. Ugyanakkor a beépitett gén vagy gének helyzetét a gazdakromo-
szoémdban ki lehet vélasztani ugy, hogy a betltetett T-DNS ne okozzon semmiféle
génmutdaciot, és olyan gazdagének kozelében helyezkedjen el, amelyeket esetleg az
4j génnel kapcsoltan tovabbi nemesitési 1épésekben mds partnerekbe egytittesen at
lehet keresztezni.

Ezek utan érdemes foltenniink a kérdést: Az ilyen névények is veszélyes genetikai-
lag médositott élslények: GMO-k? Es ha igen, akkor mennyiben kiilénbéznek a fold-
jeinken termelt hibrid haszonnovényeinktél?

Végil térjunk még vissza egy pillanatra a baktériumok szexcsatornaihoz. A kér-
okoz6 Xanthomonas TALE transzkripciés faktoranak példdjan lattuk, hogy az Gj gene-
raciés nemesitésnek mar a T-DNS-re sincs sziiksége. Egy mddositott TALEN fehérje
segitségével barmely olyan baktériumbdl, amely képes azt szexcsatorndin a névényi
sejtekbe, pl. petesejtbe juttatni, helyspecifikus mutéciét lehet késziteni elvileg bar-
mely génben. Igy pl. elegendd inaktivalni, ,kititni” egy olyan gént, amely egy kéroko-
zbval szemben érzékenységet okoz, vagy gatolja a fajok kozotti sikeres megterméke-
nyitést, vagy a hibridek apomixisét, vagy esetleg allergia (pl. buzaglutén fehérjéivel,
sz6ja és bab tripszingatlokkal szembeni reakcidk) kialakuldsaban jatszhat szerepet.
Mivel a TALE faktoroknak és az ket névényekbe juttaté baktérium szexcsatornak-
nak rendkiviil sok véltozata ismert, a hasonlé alkalmazisokat célz6 tovabbi fejlesz-
tések szama jelenleg beldthatatlan. Szemben a T-DNS transzformdéciéval, a TALEN
fehérjékkel végzett génmoddositasok a legjobb esetben egyetlen bazispar megvaltoz-
tatdsat vagy eltavolitasat eredményezik. Mivel a genetika és az 6rokit6anyag, a DNS
legkisebb egysége egy nukleotid, ennél nagyobb pontossaggal mar nem lehet moleku-
laris médszerekkel a gének médositasat végrehajtani.

Albert Einstein-t sajat koradban sokan kritizaltdk és gunyoltak relativitdselméleté-
nek a kiviildllé szamara megfoghatatlan bonyolultsdga miatt. Ugyan az E=mc? kép-
let latszoélag mindenki szdmadra érthet6 volt, mégis a képlet mogott megbiavé elmé-
let bevonuladsdhoz a kéztudatba (de nem megértéséhez) tobb évtizedre volt szikség.
A GM novények esetében sokkal kevesebb térekvés volt annak kozkeleti ismerte-
tésére, hogy milyen tudomdnyos eredmények alapjin vélt lehet6vé elkészitésiik, és
hogyan keriilt sor egyre terjedé gyakorlati alkalmazasukra. Szemben az einsteini te-
oriat fegyverré fejleszté atomfizikaval, a molekuldris névénybioldgia fejlédését ko-
vetGen elterjed6 GMO-k fogyasztasa és folhasznaldsa nem okozott az emberiség el-
mult 25 éves torténetében semmi olyan tragédidt, amely valéban a névényi GMO-k
tulajdonsédgai és nem politikai megitélésiik vagy helytelen félhasznalasuk miatt tor-
tént volna. Természetesen, mint az atomfizika vagy barmely mas tudomanyag ese-
tén, a GMO-k emberiség elleni alkalmazdsait nagy szigorral gitolni és ellendrizni kell.
Semmi nem indokolja azonban azt, hogy eleve kizarjuk torvényeinkkel lehetséges
mezGgazdasagi alkalmazasukat, mert ezzel elvesztjitk azokat az elényoket, amelyeket
a tudomany rohamos fejlédésén alapulé hossza tava folhasznaldsuk egyre nyilvan-
valébban bizonyit (Masip et al. 2013; Devos et al. 2014; Kok et al. 2014; Lusser et al.
2014; Pauwels et al. 2014; Pollock és Hails 2014).
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Einstein a tudomany haladasat kovetni képtelen kritikusainak kérdéseire egyszer
ezt vilaszolta: ,A vildgon csak két dolog végtelen, az univerzum és az emberi butasag.
De az univerzumban nem vagyok biztos...”. E fejezetek szerzéje még mindig (taladn
naivan) hisz abban, hogy az emberi kivancsisag, tuddsszomj és racionalis mérlegel6
képesség - a fejezetcim alatti Marie Curie-idézettel 6sszhangban — megcéfolhatja a
,végtelen” mosolyt fakaszté einsteini definiciét. Ezért reméli, hogy e hirom tudo-
manytorténeti fejezet elolvasasa segit annak megértésében is, hogy a genetikai mé-
dositds nem egy 6rdogi, hanem egy természetes folyamat, amelyet a kutatds nem az
emberiség ellen, hanem annak szolgélatiban prébal hasznositani.
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lll. Kicsi a ROP, de eros! A novényi kis molekulatomegii ROP
GTPazok mint jelatviteli kapcsolok!

FEHER ATTILA

Osszefoglalis

A sejtek osztédasanak és novekedésének irdnyultsagit a legtobb sejtmagvas (eukariéta) él6lényben ha-
sonlé molekuldris folyamatok szabalyozzdk. Ennek a szabalyozasnak a kézéppontjdban a RHO tipusu
GTP-koto fehérjék allnak. A névények azonban specidlis, egyedi RHO tipusi GTPazokkal (ROP)és hoz-
zajuk kapcsolédo jelatviteli komponensekkel rendelkeznek. Néhany éve laboratériumunkban mutattuk
ki els6ként, hogy a ROP GTPazok képesek egy névényspecifikuskinazcsaladtagjainak az in vitro aktivala-
sara. Mas kisérleteink pedig arra utalnak, hogy maguk a ROP GTPazok is foszforil4ci6s szabalyozis alatt
allhatnak.

A RHO tipusu GTP-kot6 fehérjékhez kapcsolédo jelatvitel rendkivil jé példa arra, hogy az evolucié
soran ugyanannak a feladatnak az elldtaséara teljesen eltér molekuldk jottek létre a kiilonbozé élélény-
csoportokban,illetve ugyanaz a molekularis motivum teljesen mas molekulakon télthet be hasonlé sze-
repet. Az alapvet$ tudomanyos ismeretek bévitése mellett ezek a kutatdsok hosszu tavon elvezethetnek
olyan molekuldris markerek és technoldgidk kifejlesztéséhez, melyek lehetévé teszik a névények alakja-

nak, fejlédésének és gombakérokozokkal szembeni érzékenységének megvaltoztatasat.

Summary

Cell polarity plays important roles in the morphogenesis of all eukaryotic organisms and RHO-typeGT-
Pasesare key regulators of polarity establishment. Plants have unique RHO proteins (ROPs) and unique
associated cell signaling components. However, the details of the integration of these components into
signaling pathways are hardly known. In our laboratory we demonstrated first that members of a spe-
cific group of plant kinases are activated by ROP GTPasesin vitro. We also provided evidences that ROPs
themselves can be regulated by phosphorylation. Studying the signaling through Rho GTPases is very
interesting from an evolutionary point of view; it provides examples how evolution used the same pro-
teins/motives for different purposes as well as invented completely new proteins/domains for the same
function. Moreover, in a long term, the obtained basic knowledge might be translated into molecular
markers and genetic technologies that can be used to alter plant shape/development and to coop with

fungal plant pathogens.

t A fejezetben emlitett sajat kutatdsokat az Orszagos Tudomanyos Kutatési Alap tdmogatta (OTKA
K49491, K101112).
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Bevezetés

A novényi egyedfejlédés rugalmassaganak szabalyozasa, a kornyezettel valé 6ssz-
hangjanak a megteremtése a sejtek kozotti és a sejteken belili jelatviteli hdl6zatokon
alapul. Ezekrél a halézatokrdl és szévevényes kapcsolataikrdl a mai napig keveset tu-
dunk. Az RHO tipust kis GTP-kot6 fehérjék olyan molekularis kapcsolok, melyek az
éleszté- és allati sejtekben mar igazoltan szerepet jatszanak a kiilénbozé jelfogé (re-
ceptor) molekuldk fell érkezé jelek feldolgozasiban és tovabbitasaban. Bar ezeknek
a fehérjéknek a névényi morfogenezisben és a kdrokozékkal szembeni védekezésben
betoltott fontos szerepérdl az utébbi években egyre t6bb informdcié latott napvild-
got, a kapcsolddé molekuldris mechanizmusok alig ismertek. Ezek feltardsa all jelen-
leg kutatasaink homlokterében, aminek a tudomanyos hatterét és eddigi eredményeit
az alabbiakban ismertetem roéviden.

A kis molekulasilya GTP-koté fehérjék

A RAS szupercsaladba tartozé kis molekulastlyu (20-40 kilodalton) GTP-ko6t6 fehér-
jék (G-fehérjék) az eukariéta sejtek szamos alapvet6 életfolyamataban alapvetd szere-
pet jatszanak (Macara et al. 1996; Wennerberg et al. 2005). Csoportositdsuk is ennek
alapjdn torténik: a RAS csalddba tartozo fehérjék a sejtosztéddsnak és sejtdifferencii-
l6dasnak, a RAB csaldd tagjai a membran- és vezikulatranszportnak, az ARF fehérjék
a vezikuldk §sszeolvadasanak, a RAN fehérjék a sejtmagi transzportnak, mig a RHO
tipust G-fehérjék a sejtvaz atrendez6désének fontos szabalyozé molekuldi. A G-fe-
hérjék jelérzékeld és jeltovabbité funkciéja GTP-kots és -hidrolizalé képességitkon
alapul. A fehérje GTP-kotott forméja jelenti a bekapcsolt, jelatviteli szempontbdl ak-
tiv, mig a GDP-kotott forma a kikapcesolt, jeldtviteli szempontbdl inaktiv allapotot.
A G-fehérjék GTP-hidrolizalé (GTP4z) aktivitdsuk kovetkeztében az aktiv GTP-kotott
és inaktiv GDP-kotott konformacidk kozoétt ingadoznak, ami alkalmassa teszi Gket
arra, hogy kétallasi molekularis kapcsoléként miikédjenek. Ehhez azonban sziik-
ség van megfelel6 szabalyozo faktorokra, melyek a GTP/GDP-kotott formak kozotti
egyensulyt a megfelel6 irdnyban médositani tudjék (Geyer és Wittinghofer 1997).
Hérom {6 G-fehérje-szabalyozé faktortipust ismeriink (1. dbra): a guanin nukleotid
kicserél6 faktorok (angol nevik roviditése utan GEF-ek) a GDP-GTP cserét segitik eld,
azaz a G-fehérjéket ,bekapcsolt” 4llapotba hozzak; a GTPaz gyorsité fehérjék (angol
nevik roviditése utdn GAP-ek) a GTP hidrolizisét segitik, azaz a G-fehérjéket ,kikap-
csoljak”; a guanin nukleotid disszocidciét gatlé faktorok (angol nevik réviditése utdn
GDI-k) pedig ebben a kikapcsolt dllapotban tartjék a G-fehérjéket. Ezek a szabalyozo
fehérjék a sejt kornyezetébdl vagy belsejébdl érkezd jeleket érzékelve és ,értékelve” a
G-fehérjéket tehit ki-be kapcsoljak. A bekapcsolt G-fehérjében a GTP-kotés szerkezet-
(konformacié-) valtozast idéz eld. Ebben az aktiv konformaciéban a G-fehérje specifi-
kusan kélcsénhatéasban 4ll mas tovabbi fehérjemolekuldkkal, és ezzel azok funkcidjat
befolyasolja. Ezeket a véltozatos funkciéji, a GTP-kotott G-fehérjékhez kapcsolédni
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1. abra. A RAS tipust fehérjék GTPaz-ciklusdnak és jelatvitelhez valé kapcsolédasanak egyszerisitett
abrazolasa. A RAS fehérjék GTP-kotott allapotban jelatviteli szempontbdl aktivak, mig GDP-t kotve
inaktivak. A két allapot kozotti dtmenetet hdrom fehérje (GDI, GEF, GAP) szabélyozza az alabbi médon.
A kis molekulastlyt GTPazok a citoplazméaban GDP-kétott inaktiv formaban vannak jelen,
ezt a konformaciét a GDI (,,guanine nucleotide dissociation inhibitor”) fehérjék stabilizaljak.

A sejtmembranon 4tnyul6 receptor adott jel hatdsara aktivalja a GEF (,guanine nucleotide exchange
factor”) fehérjét, amely katalizalja a GTPaz GDP-leadasat, és el6segiti a GTP-kotést, ezéltal a GTP-az
jelatviteli szempontbdl aktiv konformaciét vesz fel, a membréan belsé felszinéhez kotédve.

A GTP-kétott GTPaz forma kolcsonhatéasba keriil az un. effektor fehérjékkel, és aktivalja azokat, ezzel
kivaltva az adott jelre adando specifikus sejtvalaszt. A GAP (,GTPase activating protein”)
katalizalja a GTP GTPaz-altali hidrolizisét, aminek hatasara a G-fehérje ismét inaktiv,
GDP-kotott formdba és a GDI fehérjével kélcsonhatasban a citoplazmaba keriil

képes molekuldkat végrehajté (effektor) molekuldknak nevezziik. Ezek a molekuldk
vagy kozvetlenil szabalyoznak sejtfolyamatokat (pl. membran-/fehérjetranszport és
-fuzio), vagy tovabbadjak a jelet mas jeltovabbité molekuldknak, és igy jelatviteli lan-
cokat aktivalnak (pl. génkifejezédés befolyasolasa). Mig a RAS szupercsaladdba tartozé
fehérjék kozul a RAB, ARF és RAN csalddok tagjai els6sorban kozvetlenil hatnak mas
fehérjék milkodésére, kapcsolatdra, sejten beliili elhelyezkedésére, addig a RAS és a
RHO csaladba tartozé fehérjékrél ismert, hogy génmiikédést befolydsolé jelatviteli
halézatokat is aktivalnak. Mivel a névényekben a RAS csalad fehérjéi nincsenek jelen,
a RHO csalad képvisel6i az egyetlen, tényleges jelatviteli aktivitissal rendelkezé kis
molekulatomegii névényi G-fehérjék (Vernoud et al. 2003). A névényi fehérjék kalon
csalddot alkotnak a RHO tipust G-fehérjéken beliil (Vernoud et al. 2003), melynek el-
nevezése ROP mint ,RHO-of-plants” (az egyszikiiekben el6fordulé ROP fehérjék ese-
tében torténeti okokbdl megmaradt a hagyomanyos RAC elnevezés, de a rizs, arpa
stb. RAC elnevezésti fehérjék — 14sd lentebb - is valdjdban ROP fehérjék).
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Az utébbi évtizedekben a névényi RHO tipust GTP-koté fehérjék kutatasa rendki-
viil felgyorsult (dttekintésként lasd Craddock et al. 2012). Kimutattak, hogy az allati
és élesztGsejtekhez hasonléan ezeknek a fehérjéknek a névényekben is fontos sze-
repitk van a sejtvaz szervezésében, a plazmamembran NADPH-oxid4z aktivitisdnak
szabalyozdsdban és a génkifejez6dés mddositdsiban, és ily médon részt vesznek a sej-
tek alakjanak, polaritdsdnak, osztédasanak a reguldlasaban és a kornyezeti stressz-
hatasokra adott valaszok kialakitasaban (attekintésként lasd Craddock et al. 2012;
Mucha et al. 2011; Yang 2002). Ma maér sok potenciélis szabalyozé és effektor mole-
kuldjukat ismerjuk (Berken 2006; Nibau et al. 2006), ugyanakkor még nagyon keve-
set tudunk azokrdl a jelatviteli halézatokrdl, amikben ezekkel egyiitt részt vesznek
(Fehér et al. 2008). Az azonban mar bizonyos, hogy mind a ROP GTPazok szabélyozé
és effektor molekulai, mind az ezekkel kapcsolatos jeldtviteli mechanizmusok, illetve
aktivalt atvonalak jelent8sen eltérnek a mas eukariéta éllényekben megismertektol
(Nagawa et al. 2010).

Kutatdécsoportomban néhany éve arra tesziink kisérletet, hogy feltarjuk a ROP
GTPazok éltal kozvetitett jelatvitel még ismeretlen, a névényekre jellemzé 1épéseit,
a receptoroktdl a génkifejez6désig, elsésorban azokra a fehérjekindzokra koncent-
ralva, melyek a ROP GTPazokat kozvetleniil vagy kozvetve szabélyozzik, illetve me-
lyeket a ROP GTPazok kozvetlentl vagy kozvetve szabélyoznak. Ezeknek az ismere-
teknek az alapjan egyrészt betekinthettink a molekularis evolicié mechanizmusaiba
(az eukariota sejtek hasonlé mechanizmusainak 6sszevetésével), masrészt jobban
megérthetjuk azokat az alapvet6 folyamatokat, amelyek lehetévé teszik a névények
szamdra, hogy a véltoz6 kornyezeti kértlményekhez folytonosan alkalmazkodva
rendkivili formagazdagsagot hozzanak létre.

Ebben a fejezetben a noévényi RHO tipusu (ROP) GTPéazokhoz kapcsolédé jelat-
viteli mechanizmusokkal kapcsolatos jelenlegi ismereteket foglalom 6éssze, amihez a
ROP GTPazok és egyes fehérjekindzok kapcsolatanak az elmult néhany évben tortént
feltdrasaval kutatécsoportom is hozzajarult.

A noévényi ROP GTPazok és jelatviteli aktivitdsuk szabélyozisa
A novényi ROP GTPdzok szerkezete

Amint a legtobb RHO fehérje, a névényi ROP-ok is kb. 200 aminosavbdl épulnek fel,
igy molekulatémegiik 21-24 kilodalton. Az eukariéta RHO tipusu fehérjék amino-
savsorrendje nagyon hasonlé (2. dbra). Legjellegzetesebb szerkezeti elemitk az 6sz-
szes G-fehérjére jellemzé dgynevezett G-domén (Berken és Wittinghofer 2008). Ez
6t evoluciésan konzervilédott szekvenciamotivumot (G1-G5) tartalmaz, melyek a
nukleotid- és Mg?*-kotéshez, valamint a GTP-hidrolizishez szitkségesek. A motivu-
mok egyes kulcsaminosavainak a mutaciéja révén lehetéség van konstitutivan aktiv
(CA), illetve domindns negativ (DN) fehérjeformak eléallitasara. E16bbi a GTP-kotott,
jelatviteli szempontbdl aktiv, utébbi pedig a GDP-kotott, inaktiv konformaciét tarto-
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2. abra. A RHO GTPazok szerkezeti felépitése és fontosabb régiéik. Human CDC42, RAC és RHO,
valamint Arabidopsis ROP fehérjék konszenzus aminosav-szekvencidinak illesztése felett a vastag
vonalakkal és a bettijelekkel a masodlagos szerkezetet befolyasol6 szakaszokat jeloltitk
(f1-6: béta-lemezek, al-5: alfa-spiralok, L1-10: hurkok).

A funkcionalis régiokat szaggatott vonalakkal jelezziik (tovabbi részletek a sz6vegben)

sitja. A G2 és a G3 motivumokat mds néven Switch I és Switch II régionak is nevezik.
Ezek a flexibilis régiok biztositjak azt a GTP-kotés hatasara bekévetkezé konforma-
ci6valtozast, amilehet6vé teszi a G-fehérje és effektorai kapcsolédasat. A RHO fehér-
jék sajatos motivuma az an. RHO-inszert régi6, mely csak erre a csalddra jellemzg, és
feltehetben fehérje-fehérje kapcsolatokban van szerepe (Dvorsky és Ahmadian 2004;
Karnoub et al. 2004). Alapveté jelentsége van a RHO fehérjék jelatviteli funkciéja-
ban a C-termindlis, Un. hipervaridbilis szekvenciaszakasznak is, amely egyrészt egy
polibdzikus részt tartalmaz, valamint egy lipidmdédositdst lehetévé tevé szekvencia-
motivumot hordoz (Dvorsky és Ahmadian 2004; Fauré és Dagher 2001). Ez utébbi
biztositja a GTPaz plazmamembranhoz valé reverzibilis (GDI fehérjék altal szabélyo-
zott) kapcsoldddsat, ami elengedhetetlen a ROP funkcié pontos lokalizalasdhoz a sej-
ten belill (pl. sejtpolaritds kialakitdsa és fixalasa) (Sorek et al. 2011).

Bar a legtobb fent emlitett motivum nagyfokd konzervaltsigot mutat az 6sszes
eukariéta RHO tipust G-fehérjében, a névényi ROP fehérjék rendelkeznek néhany
szerkezeti sajatossaggal, amelyeknek feltehetéen funkcionalis kévetkezményei is van-
nak. Ezek a szerkezeti kulonbségek egyrészt a RHO-inszert régiét érintik (Berken és
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Wittinghofer 2008). Ez a szekvenciaszakasz a n6vényi ROP GTPazokban jelentésen el-
tér az dllati és éleszté RHO fehérjék hasonlé régidjatdl, ami feltehetSen 6sszhangban
all az effektorfehérjéik killonbozségével (lasd lejjebb). Egy masik jellegzetes kiilénb-
ség egy az 6sszes ROP GTPaz-ban konzervalddott arginin (az Arabidopsis ROP1 eseté-
ben ez a 76. poziciéban van), ami a megfelel$ poziciéban sem az éleszté-, sem az allati
RHO fehérjékben nem fordul elé. Ez az aminosav rdaddsul egy potencialis foszforila-
ci6s motivum (SYR) része (Berken és Wittinghofer 2008). Ezeknek a szerkezeti saja-
tossagoknak a jelent6ségérél a kovetkezékben még részletesen lesz sz6.

A névényi ROP GTPdzok funkcioi

A RHO tipust GTPazok az éleszté- és llati sejtekben kozismerten azokban a sejtfolya-
matokban vesznek részt, melyek a sejtvazzal kapcsolatosak, pl. sejtek alakvaltozasa,
osztéddsa, polaritdsdnak kialakuldsa (Hall és Etienne-Manneville 2002). Emellett
azonban részt vesznek génkifejez6dés-valtozashoz vezetd jelatviteli utak aktivala-
saban, els6sorban fehérje kinaz kaszkadokon keresztiil, valamint egyes allati sejtek-
ben a plazmamembranhoz kotott NADPH oxidaz aktivitasat is szabalyozzak (Hall és
Etienne-Manneville 2002). A névényi ROP GTP4zok tanulmanyozasa soran nyilvan-
valéva valt, hogy ezek a fehérjék a novényekben is hasonlé szerepet téltenek be, de
természetesen ahogy maguk a sejtfolyamatok, gy a ROP GTPazok szerepe és sza-
bélyozasanak mddja is szdmos névényspecifikus vonast mutat (Brembu et al. 2006;
Craddock et al. 2012).

Talan a legrészletesebben vizsgilt a ROP GTPazok szerepe a n6évényi sejtek pola-
ris megnyuldsidban, névekedésében (Xu és Scheres, 2005). Ez a folyamat jatszodik le
pl. a pollencs6 novekedésekor, illetve a gyokérszérok morfogenezise sordn. Ezekben
a polarisan novekedd sejtekben megfigyelhet6 a ROP GTPazok csucs kozeli, pola-
ris, membrankotott elhelyezkedése, ahol ciklikusan aktivilédva biztositjak a memb-
ran-, valamint sejtfalanyagokat szallité vezikulak poldris transzportjat és exocitdzisat
(Hwang et al. 2005). Mindezt a poléris transzporthoz szitkséges mikrotubulus és ak-
tin sejtvaz szervez4dés és egy a csucs felé novekvs Ca** gradiens fenntartdsin keresz-
tul valésitjak meg (Gu et al. 2005; Qin és Yang 2011), molekularis szinten még nem
minden részletében ismert médon (lasd még késébb). Hasonlé szerepet toltenek be
a ROP GTP4azok olyan specidlis alaku sejtek morfogenezisében, mint amilyenek pél-
ddul a puzzle-szer( alakkal rendelkezé levél epidermisz sejtek, illetve az eldgazé le-
vélsz6rok (trichémak) (Qian et al. 2009). Ezeknek a sejteknek a lokalis nyulvényait,
illetve befiiz6déseit egyarant ROP-GTPaz mediilt folyamatok szabalyozzak, amiben a
sejtvaznak szintén donté szerepe van. A kézelmultban kimutattdk, hogy a szomszé-
dos epidermisz sejtek kozotti kommunikdcidéban (ahol az egyik sejt kitiiremkedik, ott
a szomszédos sejtnek be kell fliz6dnie) a lokalis auxin akkumulaciénak fontos sze-
repe van, amit a ROP GTP4zok az auxin eflux karrier (a sejtekbdl az auxinkidramlast
biztosité membrancsatorna) PIN fehérjék lokalis felhalmozdéddsdnak befolyasolasa-
val érnek el (Xu et al. 2010; Nagawa et al. 2012). A ROP GTPazok szerepe a polaris
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auxintranszportra feltehetéen altaldnos érvényd. A PIN fehérjék a sejtek membran-
jéban lokalisan elhelyezkedve biztositjdk az irdnyitott auxindramldst a névényben.
A PIN fehérjék polaris elhelyezkedését a ROP GTPazok az aktinpolimerizacié lokalis
serkentésével és ennek kovetkeztében a PIN fehérje endocitézisanak és lebontasanak
gatlasaval, membranba valé recikliziciéjanak az elémozditasaval érik el (Craddock és
Yang, 2012). A ROP fehérjéknek nemcsak az auxintranszportban, de az auxin-medialt
génkifejez6désben is leirtdk a szerepét az AUX/IAA represszor fehérjék ubikvitin/26S
proteoszéma-mediélt lebontasanak elsegitésén keresztiil (Tao et al. 2005). Egy ma-
sik névényi hormon, amelynek hatdsat a ROP GTPazok aktivitdsa kisérletileg igazol-
tan befolyésolja, az abszcizinsav (ABA). Igaz ez az abszcizinsav hatdsara bekovetkez6
sztémazarddasra, csirdzasra, gyokérnovekedésre és génexpresszids viltozasokra egy-
ardnt (Hwang, Jeon, Hong és Lee 2011; Lemichez et al. 2001; Zheng et al. 2002; Xin,
Zhao és Zheng, 2005). A ROP G-fehérjék szerepét kimutattik tovabbd a merisztéma-
fenntartdsban éppuigy, mint a sejtdifferencidlédasban, mely folyamatokban szintén
alapveté szerepet jatszanak a névényi hormonok (Fletcher és Meyerowitz 2000; Lavy
et al. 2007; Oda és Fukuda 2012).

Anovények novekedésének, morfogenezisének és hormonvélaszanak szabélyozasa
mellett a ROP fehérjéknek fontos a szerepe a névény-kérokozé kapcsolatokban is.
Részt vesznek a névények védekezési reakcidiban (Agrawal et al. 2003), amit legrész-
letesebben a rizs RAC fehérjék esetében vizsgéaltak (Chen et al. 2010; Akamatsu et al.
2013; Kim et al. 2012). Az aktiv rizs RAC1 fehérjével kolcsénhaté fehérjékkel kezdve
tobb lépcsében azonositottak egy a gombakdrokozdkkal szembeni védekezésben sze-
repet jatsz6 protein komplexet, amelyet ,defensome”-nak (,védekez6komplex”) ne-
veztek el (Kawano et al., 2010b). Ebben a jelatviteli komplexben szamos dajka- illetve
scaffold (vaz) fehérje mellett a jeldtviteli lancban a RAC1 felett 4ll6 szabalyoz6 mole-
kulak (CEBIiP kitin-koto fehérje, CERK1 kitinaktivalt receptor-szer( kindz, RACGEF1)
és az 4ltala aktivalt effektor molekuldk (MAP-kindzok, RAI1 transzkripciés faktor, il-
letve a lignin szintézisben részt vevé CCR1 enzim) szerepelnek. A jelatvitel eredmé-
nyeként aktivalédnak a sejt védekezésében szerepet jatszo, un. kérokozé ellenalls-
sagi (PR) gének, fitoalexinek szabadulnak fel, illetve megvastagodik a sejtfal. A rizs
RAC1 fehérje emellett részt vesz a kérokoz6 fertézést megakadalyozo un. hiperszen-
zitiv valaszban, amely soran a névény reaktiv oxigénfajtik felszabaditasaval pusztitja
el a fertézott sejtet, megakadélyozva a kérokozok tovabbterjedését (Kawasaki et al.,
1999). Ebben a folyamatban a ROP/RAC GTPazok a szuperoxid anionokat termeld
NADPH oxidaz kozvetlen aktivaldsaval, illetve a ROS scavangerek gitlasaval vesznek
részt (Wong et al. 2004; 2007). A kozelmultban kimutattdk, hogy a rizs RAC1 GTPaz
kotédik a kérokozokkal szembeni védekezésben kézponti szerepet bet6lté NLR-re-
ceptorok egyikéhez, ami a G-fehérjét aktivalja (Kawano et al. 2010a). A jelatvitel to-
vabbi menete azonban még nem ismert.

Mindezek és mas, elsésorban Arabidopsis ROP GTPazokkal végzett kisérletek egy-
értelmien igazoljak a névényi ROP/RAC GTPazok kozponti szerepét a kérokozdkkal
szembeni védekezésben. Erdekes médon azonban ugyanezek a fehérjék el6 is segit-
hetik a fert6zést.
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Ralph Huckelhoven és munkatdarsai kimutattdk, hogy az arpa lisztharmat fert6zést
aktiv RACB GTP4z tultermelése, illetve a RACB jelatvitel aktivaldsa el@segiti (és for-
ditva, a RACB jelatvitel inaktivildsa csokkenti) (Schultheiss et al. 2002; 2003). A hi-
potézis szerint a gomba hifa egy adott sejttel érintkezve valamilyen tuton a ROP-jel-
atvitelt lokalisan aktivalja, ami a sejtmembran lokalis beftiz6dését okozza, lehet6vé
téve a gomba hifat ,befogadd”, a sejttel valo érintkezési feliiletet névels, hausztérium
kialakuldsat. Ennek a kutatasnak egy részében a mi laboratériumunk is részt vett,
melynek sordn kozosen igazoltuk egy arpa RAC1 effektor kindz (RBK1) lehetséges
szerepét a folyamatban (Huesmann et al. 2012, 14sd még késébb).

A fenti, a teljesség igénye nélkil késziilt lista a ROP GTPéazok funkciéjardl jol de-
monstrélja, hogy ezek a kis fehérjék kozponti helyet foglalnak el a névények/novényi
sejtek szamos jelatviteli folyamatdban és azok integrdlasaban. A szertedgazé funk-
cidik megkovetelik jelatviteli aktivitdsuk preciz szabalyozasat, melyet transzkripcio-
nalis szabalyozottsaguk (Fehér et al. 2008) mellett poszttranszliciés médositasaik és
komplex fehérje-fehérje kapcsolataik tesznek lehetévé. Ezek rovid dttekintésére keriil
sor a tovabbiakban.

A ROP GTPdzok szabdlyozdsa

A ROP-ok jeldtviteli aktivdldsa

A sejtekben a GTP-koncentricié a GDP-koncentraciét lényegesen meghaladja, igy
a kis molekulatémegi GTPazok, ide értve a RHO-csaladd tagjait is, a GDP-t spontin
GTP-re cserélik. Azonban ez a folyamat igen lassi. A folyamat katalizdlasat a kordb-
ban mar emlitett guanin nukleotid kicseréls faktorok (GEF) végzik, ezzel aktivalva
a GTPazokat. Erdekes, hogy ezek az azonos funkci6ju, de eltérd szerkezetii szaba-
lyozé molekuldk az eukariéta él6lények evolucidja sordn tobbszor és fuggetleniil jot-
tek létre. Az allati és élesztésejtek RHO GTPaz-ait aktivalé nagyszdmu (t6bb mint
50) GEF molekula nagy része az un. DH (Dbl-homolég) és PH (pleckstrin homolég)
fehérje doméneket tartalmazza (Rossman et al., 2005). A DH régi6 képezi a GEF kata-
litikusan aktiv részét, ami a GTP4z nukleotidkotd régidjahoz kapcsolédva segiti el a
nukleotidok kicserél6dését, amit a PH domén jelenléte tovabb erésit.

A novényi genomok szdmitégépes analizise sordn azonban hasonlé szerkezetd,
DH-PH domén kapcsol6dast mutaté fehérjéket nem tudtak azonositani, igy az utébbi
évekig nem voltak elképzeléseink arrél, hogy hogyan is térténhet a ROP GTPazok ak-
tivaldsa. Arra az éllati sejtek esetében is van példa, hogy DH-PH domént nem tartal-
mazé fehérjék is birhatnak RHOGEF aktivitassal (Meller 2005). A kétkomponenst
Dock18-ELMO fehérje komplex, egyik tagja hordoz egy GEF aktivitast Dock-homo-
l6g 2 (DHR2) domént, amely a PH domént tartalmazé ELMO fehérjékhez kapcso-
l6dva hoz létre egy aktiv enzimet (Brugnera et al. 2002). Az Arabidopsis genom egy
DHR?2 domént hordozé fehérjét (SPIKE1) és szamos ELMO tipusu fehérjét kodol (Qiu
et al. 2002). A SPIKE1 fehérjérdl ki is mutattdk, hogy in vitro ROPGEF aktivitassal
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rendelkezik, és in vivo részt vesz a ROP GTPazok aktiviladsidban és az aktin sejtvaz
szervezGdésének szabalyozasiban (Basu et al. 2008). Ez a szerepe azonban nem éalta-
lanos jellegii. A SPIKE1 fehérje nem sziikséges szamos ROP-fuggé folyamat normalis
lezajlasadhoz, igy feltételezhetd volt, hogy a névényekben mas ROPGEF molekuldknak
is létezniiik kell. Ezt Berken és munkatarsai (Berken et al. 2005), majd nem sokkal ez-
utdn Gu és munkatarsai (Gu et al. 2006) igazoltdk is, amikor éleszt8 két-hibrid rend-
szer segitségével azonositottak olyan fehérjéket, amelyek viszonylag nagy affinitassal
kotédtek nukleotidot nem tartalmazé ROP GTPaz molekuldkhoz. A nukleotidmentes
GTPazokkal valé er6s kapcsolat pedig a GEF molekuldkra jellemz8. Az azonositott fe-
hérjék Arabidopsisban egy 11 tagu csalad tagjai. A tisztitott fehérjékrdl kimutattdk,
hogy valéban van ROPGEF aktivitasuk (Berken et al. 2005), és a névényi sejtekben
tultermeltetve szdmos ROP-fiiggs folyamatot aktivalnak (Gu et al. 2006).

Ezek a fehérjék szerkezetiikben jelent8sen eltérnek a DH-PH domént tartalmazé
GEF fehérjéktél, és aktivitdsukat egy specidlis fehérjerégidjuknak koszonhetik, melyet
PRONE (,,plant-specific ROP nucleotide exchanger”) doménnek neveztek el (Berken et
al. 2005). A szerkezeti kiilonbségek ellenére a nukleotidkicserél6dés molekularis me-
chanizmusa azonban mindkét GEF molekulatipus esetében nagyon hasonl6 (Thomas
et al. 2007). Erdekes azonban, hogy mig a DH-PH domént tartalmazé GEF-ek in vitro
képesek a névényi ROP GTPazok nukleotidcseréjét katalizdlni, addig ez forditva nem
igaz: a PRONE domén csak a névényi ROP GTPazok esetében hatdsos, a rokon éllati
RAC GTPazok esetében nem (Fricke és Berken 2009). A n6évényi és dllati RHO-tipusa
GTPazok szerkezete rendkivil konzervalt, azonban az aminosavsorrendjikben van
néhany jellegzetes kulonbség is (ezek koziil 34 olyan, amely a molekula felszinen van,
és igy befolyasolhatja a mds molekuldkhoz valé kapcsolédast). Az Arabidopsis ROP4 és
PRONES komplex kristdlyszerkezetének meghatarozasat kévetéen Fricke és Berken
(2009) kimutattak, hogy ezek koziil a 68. pozicidban lev aszparagin és a 76. pozicié-
ban levé arginin azok, melyek a ROP-PRONE koétés és annak specificitidsa szempont-
jabdl alapveté fontossaguiak. Amennyiben ezekben a poziciékban egy mutdns human
RAC1 fehérje is ezeket az aminosavakat hordozta, PRONES szubsztratta valt, és for-
ditva, az ezekben a poziciékban a RAC1-re jellemz6 aminosavakat (68. aszparaginsav,
illetve 76. proline) hordozé ROP4 érzéketlenné valt a PRONES aktivitassal szemben.

Ekkor kapcsolédtunk be magunk is a kutatasokba, ugyanis a ROP GTPazoknak ez
a régidja a ROP GTPazok és kindzok kapcsolata szempontjabdl is érdekes. Az &llati
RAC1 GTPaz esetében kimutattadk, hogy a 71. poziciéban levs szerin aminosavat az
Akt kindz foszforilalja, és ezzel befolydsolja a molekula GTP-koté képességét (Kwon
et al. 2000). Késébb azt is kimutattdk, hogy a GSK3 kindaz is foszforilalhatja ezt a
szerin aminosavat, amivel a RAC1 GTPaz effektor kindzokhoz val6 kotédését szaba-
lyozza (gétolja) (Rehani et al. 2009). Ez a szerin és a szomszédos aminosavak magas
szinten konzervalédtak az eukariéta RHO-tipustu G-fehérjékben, beleértve a névényi
ROP GTPazokat is. Feltételezhetd volt tehit, hogy a novényi ROP GTPazok is fosz-
forilaciés szabalyozas alatt allhatnak. Ennek a hipotézisnek az igazoldsara a lucerna
ROP6 fehérjében olyan mutécidkat alakitottunk ki, melyek koziil az egyik a foszfori-
laciét megakadalyozza (a megfeleld, ez esetben a 74. poziciéban levé szerint alaninra
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BD_ROP6CA
S74A S74E

AD_PRONE

AD_RRK2

AD_RRK1

3. abra. A lucerna ROP6 fehérje S74 foszforildciéjanak potencialis hatdsa a GTP4z mds fehérjékhez
torténé kapcsolédasara. Eleszto két-hibrid rendszerben vizsgaltuk a 74. poziciéban mutdns ROP6
GTPaz kolcsonhatasat az aktivator GEF fehérje PRONE domeénjével, illetve harom effektor fehérjével
(RRK1 és 2, RIC). Az S74A muticié esetében a szerin-alanin csere megakadalyozza az esetleges
foszforilaciét ebben a poziciéban, az S74E szerin-glutaminsav csere viszont a foszforilalt 74. szerin
toltését mimikalja. Az éleszté két-hibrid rendszer alkalmazasahoz a mutians ROP fehérjéket a Gald
transzkripciés faktor DNS-k6t6 doménjéhez (BD), mig a lehetséges partner fehérjéket ugyanazon
faktor aktivalé doménjéhez (AD) kapcsoltuk. Az élesztékolonidk megjelenése az adott fehérje-fehérje
kombinaciéban pozitiv kolcsonhatast jelez. Ez a BD_ROP6 S74E és AD_PRONE kombinaciéban
elmarad, ami a kélcsénhatasnak a mutacié hatésdra térténé megsziinését jelenti

cseréltitk; S74A mutacié), mig a masik a foszforilaciét egy negativan toltétt aminosav
(pl. glutaminsav) beépitésével utdnozza (S74E mutécid) (Fodor-Dunai et al. 2011).
Eleszt6 két-hibrid rendszerben teszteltitk ezeknek a mutans ROP formaknak a sza-
bélyozo, illetve effektor molekuldkkal val6 koélesonhatasat (3. dbra). Azt tapasztaltuk,
hogy az effektor molekuldk kotésében nem volt lényeges valtozas, ugyanakkor a ROP-
GEF molekulak a foszforilaciét imitalé S74E ROP mutdnssal nem tudtak kapcsolatot
létesiteni, és igy természetszertileg azok nukleotidkicserél6dését sem tudtik serken-
teni (Fodor-Dunai et al. 2011). Szerkezeti modellek felhasznaldsaval is sikeriilt ala-
tamasztani, hogy a 74. szerin foszforildlasa olyan térszerkezeti viltozast okoz, amely
megakadalyozza a ROPGEF és a ROP megfelel6 aminosavai kozotti kotést (Fodor-
Dunai et al. 2011). Azt, hogy a foszforilacié in vivo is gatolhatja a ROP aktivaciét, do-
hany pollencsévekben valé tranzies génkifejezédést kovetSen igazoltuk (Fodor-Dunai
etal. 2011; 4. abra). A ROP GTPazok a pollencsé-névekedés fontos szabalyozéi: a pol-
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lencsé cstucsandl lokalizdlédnak, és ott lokalisan aktivalédva biztositjdk a névekedés
polaritdsat, a névekvé sejtmembran és sejtfal szintéziséhez sziikséges anyagok iranyi-
tott transzportjat. Ha a ROP GTPazokat taltermeltetjiitk a pollencsében, akkor nem-
csak a cstcsi részen, hanem egy lényegesen nagyobb régiéban megjelenik a fehérje,
és mindeniitt aktival6dva a polaritas elvesztését és a pollencsé minden iranyu, bal-
lonszer novekedését eredményezi. Kisérleteinkben a lucerna ROP6 GTPazt, illetve
S74A és S7AE mutéans formait taltermeltettitk dohany pollencsévekben egy pollen-
specifikus prométer segitségével. A vad tipusa forma, a varakozasnak megfelelGen,
a pollencsében jelen levé ROPGEF fehérjék hatasara a pollencsé cstcsanal nagyobb
tertleten aktivalédott, ami a pollencsé végén ballonszeri kiszélesedést eredménye-
zett (4. dbra A). Ez ugyanigy toértént a nem foszforilalhaté S74A mutans esetében (4.
dbra B), azonban elmaradt az S74E mutans alkalmazdsakor (4. dbra C). Ennek pedig a
legvaldsziniibb oka, hogy a foszforilaciét imitdlé mutacié in vivo is megakadélyozta a
GEF molekuldkhoz val6 kotédést és igy a ROP G-fehérjék aktival6dasat.

Ezek az eredmények kozvetve arra utalnak, hogy a ROP GTPazok a névényekben is
foszforilaciés szabélyozas alatt dllhatnak. Jelenleg még nem ismerjik azokat a fehérje
kindzokat, melyek a ROP GTP4zokat a 74. szerin oldallancon foszforilalni képesek,
és nem ismert ennek a potencidlis szabalyozasi 1épésnek a bioldgiai jelentSsége sem.
Csoportunkban jelenleg ezek azok kozé a kérdések kozé tartoznak, amelyeket szeret-
nénk az elkovetkezd években megvalaszolni.

A RHO-tipust GTPazok foszforilacids szabalyozasa tehat feltehetSen eltér a nové-
nyi és allati/élesztésejtekben, ami nagy valdszintiséggel 6sszefiigg az abban részt vevo
fehérjék és a szabdlyozasuk fuggetlen evoluciéjaval. A RHO tipusi GTP4zok spon-
tan nukleotidlecserél6désének lassiisaga és a szabdlyozasanak sziikségessége minden
eukariéta élglényben magaval vonta a nukleotidkicseréldést katalizal6 faktorok meg-
jelenését. Mig az élesztd- és az allati sejtekben a RHO GTPazok aktivilasit a DH-PH
doménekkel rendelkez6 GEF fehérjék végzik, addig a novényekben egy eltérd szerke-
zet(, de hasonl6 funkci6ju domén, a PRONE domén fejlédott ki. Ennek a doménnek
az evoluciés megjelenése egyutt jart a RHO GTPazok szerkezeti valtozasaval, vagyis a
PRONE domén kétédéséhez sziikséges aminosavak (68. aszparagin, 76. arginin) meg-
jelenésével. Ezek az aminosavak azonban egy evoliciésan konzervalédott foszforila-
ciés motivum kozvetlen kozelében taldlhatdak, ami lehet6vé teszi a ROP-PRONE ko-
tés foszforilacids szabélyozasat. Mivel az allati (és éleszt6) RHO GTPazok esetében a
68. aszparagin és 76. arginin a GEF kotés tekintetében nem kittuntetettek (ezért tud-
jék az allati GEF fehérjék a névényi ROP GTPazokat is aktivélni), ez a szabalyozasi
szint csak a novényekre jellemz6. Ugyanakkor ugy tiinik, hogy ez a régié az allati RHO
GTPazok esetében az effektor kindzok kotésében télt be nagyobb szerepet. Amint a
tovabbiakban latni fogjuk, a névényekben az effektor kinazok és a ROP GTPazok kap-
csolata szintén specialis és a tobbi eukaridta élglényben megfigyeltektdl eltérs.

Bar szamuk, véaltozatossaguk és fontos biolégiai funkciéjuk alapjan a PRONE do-
mént hordozé fehérjéket tartjuk a névényi ROP GTPazok £6 aktivatorainak, az elmult
évben kimutattdk, hogy a névények is rendelkeznek a DOCK-ELMO komplexen ki-
vil egyes allati RHOGEF fehérjékhez hasonlé, DH és PH doméneket hordozé ROP
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GEF fehérjékkel. A rizs genom tanulmanyozdsa vezetett ezeknek a human SWAP70
fehérjével rokon GEF aktivitdsu fehérjéknek az azonositisdhoz (Yamaguchi et al.
2012). A SWAP70 sajatossdga, hogy a molekuldn a DH és a PH domének relativ el-
helyezkedése forditott (PH-DH) a tébbi RHOGEF fehérjéhez képest. A rizs SWAP70
homolég fehérjék is ilyenek, és bizonyitottan rendelkeznek ROPGEF aktivitassal, és
feltehet6en ennek koszénhetéen szabélyozzdk a rizs RAC1 GTPaz altal regulalt szu-
peroxid-anion-képzsdést.

Mint a ROP GTPazok aktivatorai, a ROPGEF fehérjék biztositjik elsésorban a kap-
csolatot a ROP GTPazok és a jelfelfogd receptor fehérjék kozott. A receptor-RHO-
GEF-RHO kapcsolat allati és élesztdsejtekben viszonylag jol ismert és szdmos esetben
mar feltdrt (Schiller 2006). Ezzel szemben az ezzel kapcsolatos ismereteink névények-
ben még nagyon szegényesek, nem utolsésorban azért, mivel a ROPGEF fehérjék azo-
nositdsara még csak néhdny éve kerilt sor. Mig az allati sejtek esetében a sejtfelszini
receptorok egy jelentds része un. G-protein kapcsolt receptor fehérje (GPCR) vagy re-
ceptor tirozin kindz (RTK), addig névényekben ezek a tipust molekuldk lényegében
hidnyoznak (Assaad 2001). A legtobb sejtfelszini novényi receptor a receptorszer(
szerin/treonin kinizok (RLK) csoportjiba tartozik (Shiu és Bleecker 2001). Ezeknek
a szama igen nagy (Arabidopsisban kb. 600), és a t6bbségiik funkci6jarél semmit sem
vagy csak keveset tudunk. A névényekben feltehetSen ezek a fehérjék érzékelik és
kozvetitik a sejten kiviilrsl érkez6 jeleket a ROP GTPaz kapcsolékhoz a ROPGEF-eken
keresztil. Erre mar ismertink is néhany példat. Fentebb mar emlitésre kertlt a ROP
GTPéazoknak a polaris pollencs6-névekedésben betsltott szerepe. Mivel ez az egyik
legrészletesebben tanulmanyozott névényi sejtpolarizacids kisérleti modell rendszer,
nem csoda, hogy a ROP-okat magaban foglal6 jelatviteli hidl6zatok tekintetében is itt
all rendelkezésre a legtobb adat. A pollensejtekben kifejez6d6 receptorszeri kindzok
specidlis csoportot alkotnak, melyeket a pollen receptorkindz (PRK) névvel jelslnek
(Zou et al. 2011). Ezeket legrészletesebben paradicsomban vizsgaltak, ahol megalla-
pitottdk, hogy ezek a receptorok a bibe éltal kivalasztott kisméreti molekuldkat kétve
aktivalédnak, és igy biztositjdk a pollencsé irdnyitott névekedését az embridzsak felé.
Ebben a folyamatban fontos szerepet jatszik, hogy a PRK fehérjék kolcsénhatasban
vannak a ROPGEF aktivitdst PRONE domént tartalmazé KPP (,Kinaz partner pro-
tein”) molekuldkkal, amelyeken kereszttl a ROP GTPazokat aktivéljak, és végsé soron
a poléris pollencsé-novekedést szabédlyozzak (Kaothien et al. 2005; Zhang és McCor-
mick 2008). A pollenben kifejez6dé6 ROPGEF fehérjék, igy a paradicsom KPP C-ter-
minalis régidja gitolja a GEF aktivitdst, azaz egy konformaciévéltozas sziikséges az
aktiv centrum szabadda valdsadhoz (Zhang és McCormick 2007). A PRK és KPP mo-
lekuldk C-termindlis régidja kozotti kozvetlen kapcesolatot ugyan sikeriilt igazolni in
vitro és in vivo egyarant, azt azonban nem, hogy a kinaz foszforilaciéval befolyasolna
a KPP funkciéjat, annak ellenére, hogy a KPP molekula S510D foszfomimetikus (sze-
rin helyett aszparaginsav) mutéciéja a KPP molekuldt hasonléképpen aktivélja, mint
a C-termindlis régi6 eltivolitdsa (Zhang és McCormick 2007). Ugyanakkor azt is ki-
mutattdk, hogy a KPP fehérje N-terminalis régidja is szitkséges az in vivo aktivitashoz
(Zhang és McCormick 2007). Laboratériumunkban Antje Berken munkacsoportjaval
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(Max Planck Molekuldris Fiziolégiai Intézet, Dortmund, Németorszdg) egyiittmi-
kodve kisérletesen igazoltuk, hogy a paradicsom PRK1 és 2 kindzok enzimatikusan
aktiv citoplazmatikus doménje a KPP N-terminalis részét és PRONE doménjét is ké-
pes in vitro foszforildlni, de a C-terminalis régiét nem. Mindezek alapjan feltételezzik,
hogy a C-terminalison elhelyezked6 S510 aminosavat egy masik kindz foszforilalja, ez
a foszforilacié elésegitheti a PRK-KPP kapcsolat kialakuldsat, ami pedig N-terminalis
foszforilacién és/vagy konformaciévaltozason keresztil a KPP enzimatikus aktivita-
sat eredményezi. Ennek a hipotézisnek az igazoldsa és a névényi receptor komplexek
fehérje-6sszetételének a vizsgilata szintén érdeklédési korink homlokterében 4ll je-
lenleg. Feltételezziik ugyanis, hogy a receptor kinazok (RLK-k) és a ROP jelatviteli ha-
l6zatok kozotti kapcsolat, melyben a ROPGEF-ek a kozvetité molekulak, sokkal alta-
lanosabb, mint kordbban gondoltuk. Az utébbi idé6ben megjelent szdmos kézlemény
alatdmasztja ezt a feltételezést (Zou et al. 2011; Duan et al. 2010; Chen et al. 2011;
Akamatsu et al. 2013).

A ROP-ok kikapcsoldsa

A ROP GTPazok jelatviteli aktivitdsa id6ben és térben pontosan szabalyozott kell le-
gyen. Az édllandéan aktiv mutdns ROP GTPazok a névényi morfogenezist megzavar-
jak, a sejtek normadlis alakjinak, polaritdsdnak az elvesztésével, védekezési atvona-
lak, génexpressziés mintazatok allandésult aktivaldsaval jarnak. Eppen ezért a ROP
GTPazok inaktivaldsa is szabélyozasuk fontos tertlete. Mivel azonban ezt a tertletet
sajat kutatasaink jelenleg kozvetlentl nem érintik, ezért errdl itt csak egy révid dtte-
kintést adok.

A ROP fehérjék a kotott GTP-t képesek GDP-vé hidrolizdlni, azonban ez a folyamat
rendkiviil lasst. Eppen ezért a RHO fehérjék, igy a ROP-ok GTP hidrolizisét, és ezzel
jelatviteli inaktivalasat a GAP (GTPase accelerator/activator protein) fehérjék serken-
tik. Maga a molekularis folyamat evoliciésan konzervalt, a 1ényege, hogy a GAP fe-
hérje egy un. arginin ujja a GTP4z aktiv centrumdaba hatolva semlegesiti a GTP hidro-
lizis soran keletkezé negativ toltést, és ezzel stabilizélja az 4tmeneti dllapotot, illetve
el8segiti a hidrolizist végz6 vizmolekula megfelel$ pozicionaldsat is (Bos et al. 2007).
Ugyanakkor a névényi GAP molekuldknak is van egy sajatos vondsa. Legtobbjik ren-
delkezik egy un. CRIB (Cdc42/Rac interactive binding) motivummal (Schaefer et al.
2011). Ez a motivum 4llati és éleszt8sejtekben kizardlag CDC42 és RAC GTPazok ef-
fektor fehérjéiben fordul els, GAP fehérjéikben nem, és szitkséges, de nem elégséges
ezeknek az effektoroknak a CDC42/RAC fehérjékhez valé kotédéséhez (Cotteret és
Chernoff 2002). A CRIB motivum lényegesen megnéveli a ROP és GAP molekulak ko-
zotti kotés erdsségét, és biztositja a GAP szdmadra a specificitist. Az egyes GAP mo-
lekuldk CRIB motivuma eltérd, igy befolyasolja, hogy a fehérje mely ROP GTPazokat
koti nagyobb affinitassal. Vannak azonban a névényekben CRIB motivumot nem tar-
talmazé ROP GAP molekuldk is. Ezek a CRIB motivum helyett PH és csavart csavar
(,coiled-coil”) szerkezeti motivumokkal rendelkeznek, és szintén hatékony negativ
regulatorai a ROP GTPazoknak in vivo (Hwang et al. 2008).
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A novényi ROP GAP fehérjéknek a szerepét kimutattak a polaris sejtnévekedésben
(a csucsi részre korlatozza a ROP-ok aktivitdsat) és az alacsony oxigénkoncentraci-
6ra (hypoxia), valamint kérokozé-fert6zésre adott valaszreakciékban (Klahre és Kost
2006; Huesmann et al. 2011; Baxter-Burrell 2007).

A RHO G-fehérjék a sejtmembranokhoz kétédve aktivaléddnak, aktiv formd-
ban ezen beliil is csak meghatarozott membran doménekhez kapcsolédnak, amiben
poszttranszlaciés lipid médositasaik jatszanak szerepet (Williams 2003). Ezzel szem-
ben az inaktiv formaik a citoplazméba kertilnek, amit a GDI fehérjékkel valé kapcso-
lat szabalyoz (Dermardirossian és Bokoch 2005). Igy a GDI fehérjék a membran-ko-
tott aktiv és citoplazmatikus inaktiv ROP formak ardnyan keresztiil befolyasoljak a
ROP-ok jelatviteli aktivitdsit. Ennek jelentségét kimutattak a gyokérszérok és a pol-
lencsé polaris novekedésének szabalyozasiban is (Carol et al. 2005; Klahre és Kost
2006). A novényi és dllati RHO GDI fehérjék szerkezete rendkiviil hasonld, igy felte-
het8en hatasmaédjuk és funkciéjuk is evoliciés konzervaciét mutat.

A ROP GTPdzok effektorai

A RHO GTPaz effektorok dsszehasonlitdsa

A RHO-csaladba tartoz6 fehérjék véltozatos funkcidikat valtozatos effektor fehér-
jékhez kapcsolédva fejtik ki (Aspenstréom 1999). Az eukariéta RHO tipusu fehérjék
szerkezeti (lasd 1. abra) és funkciondlis eltéréseik alapjan tobb alcsalddba sorolha-
toéak. Mig élesztében és dllatokban a RHO és CDC42 alcsalddok, illetve utébbiakban
ezeken tdl a RAC alcsalad tagjai fordulnak els, addig névényekben egyetlen, az allati
RAC fehérjékhez kozel 4l16, de azoktdl jellegzetesen elkiiléniilé alcsalad, a ROP/RAC
G-fehérjék csalddja van csak jelen (Vernoud et al., 2003). Az egyes alcsaladok kozotti
szerkezeti kulénbségek mar el6revetitik a kélcsonhatd fehérjékben megnyilvanulé
eltéréseket is (Nagawa et al. 2010). Amennyiben 6sszevetjik az élesztd, allati és no-
vényi RHO GTPazok effektor fehérjéinek listdjat (1. tablazat), azt lathatjuk, hogy a
noévények szamos specidlis, csak rdjuk jellemz6 effektorral rendelkeznek, ugyanakkor
szamos az élesztében és/vagy az allatokban leirt RHO-effektor a névényekbdl telje-
sen hidnyzik (Cotteret és Chernoff 2002). Amennyiben a hasonl6sdgokat akarjuk ki-
emelni, akkor meg kell emliteni az aktin polimerizacié szabalyozdsaban részt vevé
WASP/WAVE fehérjéket, amelyek mindhdrom csoportban szerepelnek RHO-effek-
torokként. Ugyanakkor pl. a szintén a citoszkeleton atrendezédésben szerepet jit-
sz6 forminok, bar a csaldd tagjai jelen vannak névényekben, nem effektorai a ROP
GTPazoknak. Ezzel szemben a NADPH oxidaz tipust enzimek effektorai mind az al-
lati, mind a névényi RHO-tipust GTPazoknak, mig élesztében ilyen kapcsolat nem
ismert. A lipidmédosit6 enzimek (els6sorban kindzok) mindharom élslénycsoportra
jellemzdek, de arrdl, hogy kozvetlen RHO szabélyozas alatt dllnak, elsésorban csak
allati sejtekbél vannak adataink.
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1. tablazat. Kilonboz6 funkcionalis csoportba tartozé RHO GTPaz effektor fehérjék megléte (+) az
élesztd, allati, illetve novényi szervezetekben. (CRIB - CDC42/RAC-két6 motivum; RIP — ROP-kot6
motivum). A névényspecifikus effektorokat sziirke hattérrel kiemeltik

Név (angol) RHO,_kOtO Eleszté | Allat | Novény
motivum
Formin + + ?
Par6 CRIB +
SPEC CRIB +
CIP4 +
... |IQGAP +
Ner.n Scajffold fehérjék, WASP/WAVE CRIB ; N
enzim aktin- vagy P40 ;S
fehérjék | mikrotubulus- PORL N
koté fehérjék
POSH +
Borg CRIB +
RIC CRIB +
ICR/RIP RIP +
RACK1A +
NADPH oxidase ? + +
Egyéb enzimek |CCR1 +
UGT +
PAK CRIB + +
ACK CRIB +
MRCK CRIB +
Kinizok MLK CRIB +
Enzimek MEKK CRIB ? +
p70%k + ?
RLCKVI_A +
PISK ? + ?
PI3K ? + ?
Lipid médositék | Synaptojanin-2 ? +
DAG kinase ? + ?
PLD ? + ?

A legjellegzetesebb RHO effektorok, amelyek névényekbdl hidnyoznak, a CRIB mo-
tivummal rendelkezé CDC42/RAC fehérjék 4ltal aktivalt kindzok (p21-aktivilt vagy
PAK kinazok), illetve altalanossidgban az ismert RHO GTPaz-aktivalt kindzok (Zhao
és Manser 2005). Ezek az éleszt- és allati sejtekben a RHO GTP4zok nagyon fon-
tos jelatviteli partnerei szertedgaz6 funkcidkkal (Bokoch 2003). Hidnyuk a névények-
ben ezért eléggé megleps. Ezzel szemben a névények rendelkeznek olyan specifi-
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kus effektorokkal, melyek csak rajuk jellemzéek. Ilyenek egyes, a sejtfalszintézisben
szerepet jatsz6 enzimek (Kawasaki et al. 2005; Hong et al. 2001) és t6bb kisméreti
scaffold fehérje (Wu et al. 2001; Li et al. 2008; Wamaitha et al. 2012). Ez utébbiak
mds fehérjékhez, fehérje komplexekhez valé kozvetett kapcsolédast biztositanak a
ROP GTPazok szamdra. Ezek kozil az egyik csoportba (RIC, mint ,,ROP-interacting
CRIB-containing proteins”) olyan fehérjék tartoznak, melyek az evoluciésan konzer-
valt CDC42/RAC-kété CRIB domént tartalmazzidk (Wu et al. 2001), mig egy masik
csoport (RIP vagy ICR, mint ,ROP-interacting protein”, illetve ,Interactor of consti-
tutively active ROP”) tagjai viszont egy csak rajuk jellemz6 ROP-k6té motivumot hor-
doznak (Bloch et al. 2008). Ezeknek a fehérjéknek szamos ROP-kozvetitett jelatvitel-
ben kimutattdk az alapvetd és specifikus szerepét, azonban kélcsénhaté partnereik
nem, illetve alig ismertek (Craddock et al. 2012). Felvetédik a kérdés, hogy ha a no-
vényekbdl hidnyoznak a CRIB motivumot hordozé kindzok, de vannak az ezt a moti-
vumot tartalmazé kisméretd scaffold fehérjék, akkor térténhet-e ROP-ok &ltali kindz
aktivalas a RIC fehérjéken keresztil. Erre ma még nem tudjuk a vélaszt, ugyanakkor
kutatdécsoportunk igazolta, hogy novényekben is vannak olyan kindzok, melyeket a
GTP-kotott ROP G-fehérjék kozvetlentl aktivalhatnak.

Ezt a felfedezést egy klasszikus éleszté két-hibrid médszerrel tortént cDNS bank
szlirés eredményezte. Ebben a kisérletben olyan fehérjéket kerestiink, melyek speci-
fikusan édllnak kolcsénhatdsban a konstitutivan aktiv lucerna (Medicago sativa) ROP6
GTP-koto fehérjével (Dorjgotov et al. 2009). A sziirés 6t er6s CA MsROP6 kolcson-
haté partner azonositdsat eredményezte. Ezek az alabbi fehérjék voltak: egy akkor
ismeretlen funkciéji, mai ismereteink szerint gamma-tubulin kélcsénhaté fehérje,
két akkor még szintén ismeretlen funkciéja a RIP/ICR csaladdba tartozé scaffold fe-
hérje, és két kinaz fehérje. Mivel a novényekben nincsenek RHO-aktivalt (pl. PAK)
kindzok (lasd fentebb), érdeklédéstink ez utébbi két fehérje felé fordult. Tovabbi ki-
sérletekkel igazoltuk a kolcsonhatasok specificitasat, azaz azt, hogy a kinazok prefe-
rencidlisan a GTP-kotott ROP formaval dllnak kélesonhatasban, ahogy az egy effektor
kinaztdl elvarhato, és hogy ez a kotés in vitro és in vivo is megvaldsul. Ezt kovetSen
vizsgaltuk a tisztitott kinadz fehérjék in vitro aktivitasat, és megallapitottuk, hogy az
fugg a GTP-kotott ROP forma jelenlététél, azaz ezek a kindzok ebbél a szempontbdl is
megfelelnek a ROP effektor kindzokkal szemben tdmasztott kritériumoknak (5. 4bra;
Dorjgotov et al. 2009). A kinazok els6dleges szerkezetének analizise alapjan megal-
lapitottuk, hogy a kindzok a csak névényekben megtalalhatd, receptorszer citoplaz-
matikus kindzok (RLCK) kozé tartoznak, mégpedig azoknak is a VI. szdmmal jelolt
csaladjaba. A ROP-RLCK VI potenciilis jelatviteli kapcsolat névényekre jellemz6 alta-
lanos jellegét azzal igazoltuk, hogy a lucerna és Arabidopsis fehérjéken tul egy homo-
l6g drpa RLCK VI fehérje esetében is bizonyitottuk a kinaz in vitro aktivitdsanak aktiv
ROP GTPaz fiiggését (Huesmann et al. 2012).

Arabidopsisban az RLCK VI csalad 14 tagot szamldl, melyek két csoportba osztha-
téak (A, B) (Jurca et al. 2008). Eleszt6 két-hibrid matrix kisérletben kimutattuk, hogy
csak az A csoport tagjai kotédnek az aktiv ROP GTPazokhoz (Dorjgotov et al. 2009).
A szekvenciavizsgélat megerGsitette, hogy sem az A sem a B csoportba tartozé kina-
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MtRRK1 kinaz |

MsROP6 GTPaz

Mielin bazikus
fehérje

5. dbra. Az MtRRK1 kinaz in vitro aktivitdsa a GTP-kotott ROP6 Gtaz jelenlététdl figg.

Invitro kin4zaktivitas detektaldsa fehérje poliakrilamid gélelektroforézist kovetden. Az MtRRK1 kindzt
megfelel kinaz pufferben radioaktiv yP3?-ATP jelenlétében inkubaltuk sertés mielin bazikus fehérjével
mint altalanos szerin/treonin kindz szubsztrattal kilénb6zé ROP6 GTPaz formak
(1. vad tipus, 2. GDP-kotott konformaciét imitalé T20N mutédns forma, 3. GTP-kotott konformaciot
imitalé G15V mutdns forma) jelenlétében. A reakcidelegyet gélelektroforézissel szétvalasztottuk
és autoradiografaltuk. A fehérjék pozicidjat a gél mellett jelsljik. A sotét folt a szubsztrat radioaktiv
foszforral val6 jelol6dését, azaz a kinaz aktivitasat jelzi

zok nem rendelkeznek semmilyen ismert G-fehérje koté (pl. CRIB) motivummal, és
feltehetben egy 4j tipust G-fehérje-kinaz kapcsolattal lehet dolgunk. Az A és B cso-
portba tartozé RLCK VI kindzok szekvencia-dsszehasonlitidsa azonban segitett ab-
ban, hogy azonositsunk olyan jellegzetes szekvenciakulénbségeket, melyek szerepet
jatszhatnak a G-fehérjékkel valé kapcsolatban és a kinazaktivitds szabalyozasaban.
Erdekes médon, bar ezek a kiilonbségek a fehérje kiilonboz6 régiéit érintik, egy ha-
romdimenziés szerkezeti modell alapjan a fehérje felszinén egymdshoz nagyon ko-
zel helyezkednek el, azaz sikertlt azonositanunk egy potencidlis ROP-két6 felszint
az RLCK VI_A kinaz fehérjéken. Ezt a feltételezést a megfelel6 aminosavakat érintd
mutdcidk vizsgalatival igazoltuk (nem kozolt adatok). Mindezek ellenére, az RLCK
VI_A kindzok ROP GTP4azok altali aktivicidjanak mechanizmusa tovabbra is rejtély.
A PAK kindzok esetében ismert, hogy az enzimatikusan aktiv doménjiik mellett ren-
delkeznek egy N-terminalis inhibitor doménnel, ami tartalmazza a G-fehérje k6té do-
mént (PBD) a CRIB motivummal (6. dbra). Normal esetben ez az inhibitor domén ga-
tolja a kinaz aktivitasat. A G-fehérje kot6dése a PBD-hez konformaciévaltozast okoz,
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6. abra. A novényi (Arabidopsis RLCK VI_A1) és éllati (human PAK1) RHO GTP4z altal aktivélt
kinazok szerkezetének vézlatos dsszehasonlitasa. Az allati fehérje jellegzetes autoinhibitor doménje
a RHO GTPaz-kots PBD régioval, illetve CRIB motivummal hidnyzik a névényi fehérjékbdol.

A névényi fehérjében megfigyelhetd ,univerzilis stresszfehérje”, illetve szeringazdag motivumok
funkci6ja nem ismert

ami felszabaditja a kindz domént a gatlas aldl (Bagrodia és Cerione 1999). Egy ujabb
poszttranszlaciés médositas (dltaldban foszforilacié) stabilizélja ezt a konforméciét,
igy a G-fehérje az aktiv kindzrdl levalva Gjabb kindzt aktivilhat. Nyilvanvaléan ez a
mechanizmus a sem PBD domént (CRIB motivumot), sem inhibitor régiét nem tar-
talmaz6 RLCK VI_A kinazok esetében nem miikédhet (6. 4bra). A ROP-mediilt RLCK
VI_A kinéz aktivalds mechanizmusanak a feltdrdsa még a jové feladata.

Bar az RLCK VI_A kindzok in vitro megallapitott biokémiai jellegzetességeik alap-
jan ROP-effektor kindzoknak tekinthetdek, az igazi bizonyitékot az szolgaltatja, ha in
planta is igazol6édik, hogy ROP GTP-szabdélyozott folyamatokban vesznek részt a G-fe-
hérjék altal szabalyozott médon. Ehhez létrehoztunk olyan transzgenikus Arabidopsis
novényeket, melyek egyes RLCK VI_A kindzokat indukalhaté médon tul- vagy alul-
termelnek. Bar ezek a kisérletek még nem zarddtak le, azt megallapithattuk, hogy a
vizsgalt kindzok szintjének megvaltoztatasa, ektopikus tultermelése, illetve génjeik ki-
kapcsoldsa olyan folyamatokban okozott zavart, mint a levélszér-morfogenezis illetve
pollencs6-novekedés (7. dbra), melyek kozismerten ROP-GTPaz aktivitas fiiggd folya-
matok. Tovabbi bizonyitékot szolgaltattak az RLCK VI kindzok és ROP GTPazok in vivo
kapcsolatara azok a kisérletek, melyeket prof. Ralph Hiickelhoven laboratériuméaval
(Muncheni Miszaki Egyetem) egyuttmiikodve folytattunk lisztharmattal fert6zott
arpaleveleken (Huesmann et al. 2012). Hiickelhoven professzor és munkatirsai az
arpa epidermiszsejtek lisztharmatfertézését vizsgilva megallapitottak, hogy a folya-
matban az drpa RACB GTPaz fontos szerepet jatszik (Opalski et al. 2005; Schultheiss
etal. 2002; 2003). A gomba hausztériumképzédése ugyanis alapvetéen nem mds, mint
poléris sejtnévekedés, ami azonban nem kifelé, hanem a sejt belseje felé irdnyul. Ezt a
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7. dbra. Az RLCK VI_A kindzok expresszi6janak megvaltoztatisa megzavarja a sejtpolaritas kialakula-
sat. Arabidopsis levélszérok normalis esetben leginkabb harom elagazédassal rendelkeznek (A), az egyik
RLCK VI_A kinaz expresszi¢jat gatolva gyakori a négy és nem ritka az 6t eldgazédas sem (B). Mig a pol-
lencsé normal esetben jol meghatdrozott egyiranyu polaris névekedést mutat (C), addig az egyik RLCK
VI_Akinaz expresszi6jat gatolva gyakran megfigyelhet6 a pollencsé elagazdédasa (D)

gomba gy éri el, hogy valamilyen, még ismeretlen médon, lokalisan aktivalja a RACB
GTPazt, ami kivéltja a membranbefiizédést és a hausztérium kialakulasat. Ezt a folya-
matot az aktiv RACB GTP4z taltermeltetése serkenti, a GTPaz génjének kikapcsoldsa
megakaddlyozza. Azt is kimutattdk, hogy a mikrotubulus-halézat 4trendezédésével
kapcsolatos (a hausztériumképzédés helyénél a mikrotubulus-halézat fellazul) folya-
matban az aktiv RACB és negativ reguldtora, a MAGAP1 fehérje ellentétes szerepet
jatszanak (Hoefle et al. 2011; Huesmann et al. 2011). Ezt a folyamatot a RACB &ltal ak-
tivalt RLCK VI_A csalddba tartoz6 RBK1 kinaz is befolyasolja (Huesmann et al. 2012).
Erdekes médon azonban kisérleteink azt igazolték, hogy az RBK1 kinaz génjének at-
meneti csendesitése a gombafert6zést elsegiti, ami ellentmond annak a kisérleti tény-
nek, miszerint az 6t aktivalé GTP-kotott RACB hidnya a fert6zést gatolja (lasd fentebb).
Ennek a magyarazata lehet egy negativ visszacsatoldsi szabalyozas, miszerint az RBK1
kindz a RACB-nek nemcsak effektora, de egyben negativ regulatora is. Az is lehetséges
azonban, hogy a sejtekben az RBK1 kinaz aktivatora nem a RACB fehérje, hanem egy
masik, a védekezési folyamatokat aktivalé RAC GTPaz, amilyen példaul a RAC1 (lasd
fentebb a rizs RAC1 szerepét a kérokozokkal szembeni védekezésben). Bar ez a kérdés
még tovabbi vizsgalatokat igényel, az eredmények tovabb erdsitik azt a nézetet, hogy
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8. dbra. A névényi ROP GTPazok kapcsolddasa receptor, szabélyozo, illetve effektor kinazokhoz jelen-
legi ismereteink szerint. A receptorszer( kindzok (RLK) extracellularis jelfelfogé doménje érzékeli az
adott szignalt, aminek hatdsara az intracellularis kinaz domén aktivalédik, és még ismeretlen médon,
de feltehetéen N-terminalis foszforildci6 révén, aktivalja a ROPGEF fehérjét. A ROPGEF fehérje el6se-
gitve a GDP-GTP cserét aktivalja a ROP GTPazt, amely GTP-kotott formaban koti és aktivélja az RLCK
VI_A tipusu effektor kinazt. Egy jelenleg ismeretlen kindz a ROP GTP4z 74. szerincsoportjat foszfori-
lalva gatolhatja a ROP GEF-ROP kolcsénhatést, ezzel blokkolva a ROP GTPaz jelatviteli aktivalasat

Valasz

mivel az RLCK VI_A kindzok és ROP GTPazok egyiitt vesznek részt tobb névényi élet-
folyamatban, és mivel a kindzok in vitro aktivitisa és sejten beliili elhelyezkedése aktiv
ROP GTPaz fiiggd, ezek a kinazok ROP effektor kinazoknak tekinthetéek (8. abra).
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IV. Fehérjeszintézis kémcsoben, avagy az in vitro transzlacio
alkalmazasi lehetoségei’

MESZAROS TAMAS

Osszefoglalis

A proteomikai kutatdsok gyakori limitald tényezéje a tanulmdnyozandé fehérje megfelel6 mennyiség-
ben és tisztasagban valé elérhetésége. A probléma athidalasara a kilénbozé, sejtes alapu fehérjetulter-
mel6 rendszerek nyujtjak az altaldnos alkalmazott megkézelitést. Napjainkra azonban a sejtmentes, in
vitro transzlaciés rendszerekre mint a fehérjetermelés realis alternativaira tekinthetiink, bizonyos szem-
pontokbdl pedig elénydsebbek is a hagyomanyos fehérjeszintetizilé médszereknél. A valtozatos in vitro
transzlacios elegyek koziil a buzacsirdbél készilt tiinik a legmegfelelbbnek, mivel jol hasznalhaté az
eukariéta, multidoménes fehérjék effektiv, gyors és koltséghatékony eléallitasara. Laboratériumunk a
buzacsira-kivonatra optimalizalt vektor segitségével szdmos eukaridta fehérjét szintetizalt sikeresen, és
a termelt fehérjék funkcionalitasa is igazolasra keriilt.

Summary

One of the main bottlenecks of proteomics is the availability of pure and ample amount of protein of
interest. The generally applied method of choice for fulfilling the protein needs is the cell-based protein
overexpression system. However, the cell-free in vitro translation systems have been enhanced in the last
decade; therefore, they have become a reasonable alternative of traditional protein producing systems.
Furthermore, the optimized in vitro translation is superior to cell-based protein production in many
terms. Though various cell-free protein synthesizing systems have been developed, the wheat germ-
based seems to be the most suitable for production of eukaryotic, multidomain proteins. Our laboratory
enhanced the available wheat germ-based in vitro translation vector and applied for production of vari-
ous eukaryotic proteins, and success of the synthesis of properly folded proteins were demonstrated by
functional studies too.

* Halas vagyok laboratériumunk minden jelenlegi és volt tagjanak, akik nélkiil a bemutatott ered-

mények nem jottek volna létre. Kiilon koszonettel tartozom Andrasi Juditnak, Banhegyi Gabornak,
Bardéczy Violdnak, Nagy Szilvidnak és Németh Csilldnak, akik kozvetlenil is kozremiikodtek az ismer-
tetett kisérletekben.
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A mult szdzad kozepéig a biokémiai kutatdsok dontérészt a f6 metabolikus folyama-
tok leirdsat és a fehérjék vizsgalatat jelentették. Ebben a korai idészakban valtak is-
mertté a sejtek anyagcseréjének hatterében all6 kémiai reakcidk, és szamos fehérje
funkcidja kerilt igazoldsra. Az 6tvenes évek elején az elsé fehérje aminosav-szek-
vencia, az inzulin elsédleges szerkezete vilt ismertté, az évtized végére pedig a ront-
genkrisztallografids vizsgalatok eredményeként az elsé fehérje térszerkezeti modell,
a mioglobin haromdimenziés szerkezet is nyilvanossagra keriilt. A fehérjekutatdsok
aranykoranak a DNS kettds spirdl szerkezetének felfedezése, a nukleinsavak jelenté-
ségének felismerése és a centralis dogma leirdsa vetett végett. Ezen 0j ismeretek ko-
vetkezményeként szdmos kutaté érdeklédése a nukleinsavak felé fordult, az ezredfor-
duldig kovetkezé évek talnyomoban a molekuldris biolégia jegyében teltek el.

A nukleinsav-kutatdsok és a molekularis biolégia robbandasszert fejlédésének oka
nemcsak a tertilet vitathatatlan fontossdgdban keresendd. A jelenség hatterében egy
masik, sokkal prézaibb tényezé is tetten érhetd, nevezetesen a nukleinsavak a fehér-
jékkel 6sszevetve hilasabb vizsgilati anyagoknak bizonyulnak. A nukleinsavak szer-
kezetileg nagyon hasonlé alapegységekbdl, nukleotidokbdl épiilnek fel, igy kémiai
tulajdonsdgaikra nézve tulajdonképpen homogén mintdknak tekinthetSek, minek
kovetkeztében a nukleinsavak analizisére generélisan alkalmazhaté metodikak allnak
rendelkezéstunkre. Ezzel szemben a fehérjéket valtozatos tulajdonsdgi aminosavak
alkotjak, igy csak nagy vonalakban beszélhetiink altalanos kémiai tulajdonsagaik-
r6l, kozelebbrdl nézve minden fehérje sajatos izoelektromos ponttal, oldhatésdggal
és térszerkezettel rendelkezik. Ez a kémiai sokszintiség teszi lehet6vé, hogy a fehér-
jék rendkivil killonb6zé funkcidkat toltsenek be az él6 szervezetekben, az élet szem-
pontjabdl elengedhetetlen diverzitas kisérletes szemmel nézve azonban hatranyként
jelentkezik, mivel némi tdlzdssal kijelenthetjiik, hogy minden egyes fehérjevizsgala-
tot az adott fehérjére alkalmazhaté protokollok kidolgozasa el6z meg.

A fehérjék kémiai sokfélesége nem az egyetlen korlatozé tényezdje a proteomikai
kutatdsoknak. Mig a nukleinsavak in vivo és in vitro médszerekkel, valamint kémiai
szintézissel egyarant eléallithatok, addig a kisérletekhez szitkséges mennyiségi és
megfeleld tisztasagu fehérje eldteremtése szamos okbdl kifoly6lag nem rutinfeladat.
A tradicionalis, a vizsgélt él8lénybdl torténd fehérjetisztitasi eljarasokat egyedileg
kell optimalizélni, rdaddsul ezt a megkozelitést nagyban korlatozza a kiinduldsi min-
taban talalhato fehérje mennyisége is. A napjainkban intenziven kutatott jeldtviteli
utvonalakban szerepet jatsz6 fehérjék esetében ez utébbi probléma kiilonés stllyal
jelentkezik, mivel ezen fehérjék a sejtek 6sszfehérje-koncentraciéjanak csak elenyé-
sz6 részét adjak.

A molekularis biolégia bizonyos tekintetben hattérbe szoritotta a fehérjekutataso-
kat, mds oldalrél azonban hozzajarult a proteomika eszkéztaranak latvanyos béviilé-
séhez is. Ennek a fejlédésnek egyik fontos eleme a rekombindns fehérjéket termel6
rendszerek megjelenése. Ez az Gj megkozelités két szempontbdl is 6ridsi elérelépést
hozott a fehérjék eléallitasaban. Egyrészt megteremtette a fehérjék korlatlan meny-
nyiségben torténd szintézisének az elméleti lehetéségét, masrészt drasztikusan le-
egyszerUsitette a fehérjék tisztitasat. A fehérjetermeld rendszerek kozos sajatossaga,
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hogy valamilyen sejt vagy organizmus genetikai dllomanyat az eléallitandé6 fehérje
kédolé szekvencidjanak bejuttatdsival megvéltoztatjuk, majd a transzformalt sejtek
transzkripcids és transzlaciés apparatusit az idegen fehérje szintézisére kényszerit-
jiuk. Az ily médon tdltermelt fehérjék egyszeri izolalhatésdgat altaldban azaltal biz-
tositjuk, hogy az eredeti fehérje szekvenciajat affinitdskromatografias elvilasztisra
alkalmas aminosav motivummal egészitjiik ki, melynek segitségével a rekombinans
fehérje egy lépésben nagymértékben tisztithatd. A fehérjetultermel6 rendszerek pro-
karidta és eukaridta sejtekre optimalizalt varidnsai egyarant elérhetdk, alapkutatéasi
és ipari mennyiségi fehérjék el6allitdsara is jol alkalmazhatok.

A nagy léptékii nukleinsav-analizis technikai korlatjai jérészt kikiiszobolédtek az
utdbbi évtizedben, a genomikai és transzkriptomikai kutatdsok volumenét tulajdon-
képp mar csak a rendelkezésre 4ll6 kapacitdsok szabjak meg. Idedlis esetben a fehérje-
kutatdsoknak a genomikai, tranzkriptomikai vizsgalatokkal parhuzamosan, azokhoz
hasonlé sebességgel kellene folyniuk. Annak ellenére, hogy ez a feltételezett idealis
allapot a fentebb ismertetett okok kévetkeztében nem valésithat6é meg, szamos olyan
metodikai fejlesztésnek lehetiink tanui, amelyek a proteomikai vizsgalatok atereszté-
képességét hivatottak novelni. E fejlesztések kozé sorolhatjuk az in vitro transzlaciét
is, amely az él6 sejteken alapul6 fehérjetiltermels rendszerek egyik 6 hatuliitsjére,
nevezetesen a limitalt atereszt6képességre nyajthat megoldast.

Mar a mult szdzad derekatdl ismert, hogy a transzlaciés apparitus nem igényel
intakt sejteket, megfelel6 korulmények kozott in vitro is képes fehérjék szintézisére
(Littlefield et al. 1955). A transzlicié robusztussagdnak koészonhetben, az in vitro
transzlacié alkalmazdsaval keriilt megfejtésre a genetikai kddszétar, és ezen keresz-
ttl ismerhettitk meg a transzlacié alapveté mechanizmusat is (Byrne et al. 1964; Ni-
renberg et al. 1966). Az in vitro transzlicié nygjtotta lehet6ségek kiakndzasinak ko-
rai szakaszaban a transzlaciés apparatus forrasaként szolgald sejtek riboszémajahoz
kotott, endogén mRNS-ei altal kédolt fehérjék szintézisére iranyultak a vizsgalatok,
azonban hamarosan megjelentek az exogén mRNS hozzdadasaval miikodé rendsze-
reket bemutaté kozlemények is (Nirenberg és Matthaei 1961; Roberts és Paterson
1973; Pelham és Jackson 1976).

Jollehet a hozzaadott mRNS-sel miik6dé in vitro transzlacié megjelenése egyben
a rendszer irdnyitott fehérjetermelésre torténd alkalmazhatésdgit is elérevetitette,
ennek a lehet8ségnek a gyakorlati megvaldsuldsa még évtizedekig varatott magara,
az ilyen célokra optimalizalt rendszerek csak a 80-as években jelentek meg. A korai
exogén fehérjék termelésére kifejlesztett in vitro transzlaciés rendszerek reakciele-
gye egy fazisban tartalmazta a transzlaciéhoz szitkséges osszes komponenst. Ez az
elrendezés a fehérjék rendkiviil gyors és egyszeri el6allitasat teszi lehet6vé, kapaci-
tdsa azonban korldtozott, csak mikrogramm alatti fehérjemennyiségek szintézisére
alkalmazhaté. Sok esetben mar az ilyen nagysdgrendii fehérje el6allitasa is elegendé
kisérleti anyagot biztosithat, de legtobbszor ennél nagyobb mennyiségil fehérje ki-
nyerése kivinatos. Az egyfazisu in vitro transzlacié alacsony hatékonysaganak els6d-
leges oka a nagy energiaju foszfatkészlet gyors kimeriilése és ennek kovetkeztében a
fehérjeszintézis ledllasa. A probléma kikiiszobolésére az elsé megolddst a folyamatos
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aramldsos sejtmentes (continuous-flow cell-free, CECF) rendszer jelentette, melyben
a transzlacids appardtust és mRNS-t tartalmazo elegyen keresztiil folyamatosan &ra-
moltatjuk az energiit és aminosavakat egyarant tartalmazé puffert (1. dbra) (Spirin
et al. 1988). Habar a médositas a fehérjeszintézis hatékonysaganak tobb szazszoros
emelkedését eredményezte, 6sszeallitdsa koralményes, igy tovabbi fejlesztésre szo-
rult. A CFCF alternativajaként szolgalhatnak az ahhoz hasonl6 hatékonysagu, de jéval
egyszerlbben kivitelezhetd, folyamatosan cserél6dé (continuous-exchange cell-free,
CECF) és kétrétegti (bilayer) sejtmentes fehérjeszintetizalé rendszerek (1. dbra) (Kim
és Choi 1996; Sawasaki et al. 2002). Az elébbi varidciéban az energia- és szubsztra-
tutanpétlast biztosité puffer dializis membrannal keriil elvdlasztasra a transzlacids
apparatust és mRNS-t tartalmazé reakci6tértdl, mig a kétrétegli elrendezésben a na-
gyobb stlirliségi transzlicids elegyet egyszeriien aldrétegezziik az utanpétlé puffer-
nek. Mindkét elrendezés alkalmas milligrammos nagysigrendi fehérjetermelésre,
a CECF némileg hatékonyabb, a kétrétegli azonban jobban megfelel a nagy atereszté-
képességli rendszerek elvardsainak.

Az in vitro transzlacié alapjét a sejtekbdl izolalt transzlacids apparatus adja, ez tu-
lajdonképpen egy total sejtkivonatot jelent, amely a riboszéma alegységek mellett tar-
talmazza a transzlacidhoz sziikséges fehérjefaktorokat, tRNS-eket és aminoacil-tRNS
szintetdzokat is. In vitro transzlaciéra alkalmas kivonat elméletileg barmilyen aktivan
fehérjét szintetizalo sejtbél kinyerhetd, gyakorlatban azonban az E. colibdl, a nyul re-
tikulocitdbdl, és a buizacsirabdl szarmazé kivonatok terjedtek el. Elgallitasi koltség
és transzlaciés hatékonysag szempontjabdl az E. coli kivonat az optimalis, azonban a
prokaridta transzlaciés mechanizmus, a megfelel6 dajkafehérjék és poszttranszlaciés
modositdsok hidnyidnak kovetkeztében az eukariéta fehérjék gyakran zarvanytest

Termék

I Melléktermeék

Utanpotlé elegy

Utanpotlo elegy
Transzlacios tér

— Transzlacios tér Transzlacios tér
CFCF CECF Kétrétegli

1. dbra. A nagy hatékonysagu in vitro transzlaciés rendszerek lehetséges elrendezései: folyamatos
aramlasos (continuous-flow cell-free, CFCF), folyamatosan cserél6dé (continuous-exchange cell-free,
CECF) és kétrétegt
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formdjaban kicsapédnak a bakteridlis in vitro transzldciés rendszerekben, igy hasz-
nalhatdsaga korlatozott. A fentebbi két eukariéta sejtkivonat kozil a buzacsira alapa
rendelkezik t6bb kedvezé tulajdonsiggal. A buzacsira kénnyen beszerezhetd, a beléle
késziilt preparatumban kevés endogén mRNS talalhato, és a csirakivonat kodonkész-
letek szempontjabdl flexibilis, igy véltozatos organizmusokbdl szarmazé, eltéré ko-
donpreferenciaval rendelkez6 k6dold régiokrdl kozel azonos hatékonysdggal szinteti-
zalja a fehérjéket (Endo és Sawasaki 2006).

Az &ltalanos eukariéta transzldcidhoz elengedhetetlen az mRNS érése soran kiala-
kul6 5" metilguanozin sapka és 3’ poliA farok, ezek hidnydban a fehérjeszintézis ha-
tékonysaga csak toredéke lehet az elérheté maximumnak. Az in vitro transzkripcié-
val elgallitott mRNS metilguanozin sapkaval térténd jelolése technikailag nehezen
kivitelezhetd folyamat, a hosszu poliA szekvencia pedig instabilld teszi a bakterid-
lis vektorokat. Yaeta Endo munkacsoportja e problémdak eliminaldsara kifejlesztett
egy olyan buzacsira alapu in vitro transzlaciéra alkalmas vektort, melynek transzla-
ci6s aktivitdsa megkozeliti a médositott mRNS-ét. A vektorrdél SP6 RNS polimeraz-
zal 4tirt mRNS-ben a metilguanozin sapkit a GAA triplet és a dohany-mozaikvirus
transzlaciot er6sité szekvencidja helyettesiti, mig a poliA helyett egy 1500 nukleo-
tid hosszusdga 3’ nem transzlal6do régié talalhat6 (Sawasaki et al. 2002). A vektoruk
segitségével a korabban optimalizalt buzacsira kivonatuk milligrammos mennyiségi
fehérje in vitro szintézisére valt alkalmassa (Madin et al. 2000). Munkacsoportunk ezt
avektort haszndlva igazolta az Arabidopsis CDKA;1, CDKB2;1 és CYCB1;1 fehérjék ko-
z6tti kolesonhatést. A fentebb jelzett in vitro transzlaciés btuzacsira-kivonatban szin-
tetizdltuk a fehérjéket, és az immunoblott analizis és in vitro kindzaktivitis-vizsgéla-
tok egyarant megerdsitették a kérdéses fehérjék kozotti funkciondlis kolcsonhatdst
(Weingartner et al. 2004).

A buzacsira in vitro transzlacié egyik legfontosabb elénye, hogy az eukariéta fehér-
jék tulnyomé tobbsége nativ szerkezetét veszi fel, és enzimaktivitassal is rendelkezik.
Az in vitro kindzaktivitas-mérések alapjan a vizsgalt 439 Arabidopsis fehérje kinaz ko-
ztl 207 rendelkezett aktivitdssal a buzacsira-kivonatban térténé transzlaciét kove-
téen (Sawasaki et al. 2004). Egy kés6bbi kutatés azt is bizonyitotta, hogy a buzacsira
alapu transzlacié alkalmazhatdsiaga nem korlatozédik névényi fehérjék elgallitasara,
ugyanis a mintegy 13 000 kiillénb6z6 human fehérjét tanulmanyozé, atfogd kisér-
let sordn a fehérjék donté része megfelelé hatékonysaggal transzlidlédott. Ez utébbi
kozlemény azt is demonstralta, hogy a 200 mikroliteres transzlacids reakcié 4tlagos
fehérjehozama 4 mikrogramm koriil alakul, és ez a mennyiség a reakciétérfogat eme-
lésével aranyosan novelhetd. A nagy 1éptéki fehérjevizsgalatok szempontjabol nézve
taldn még fontosabb, hogy a reakcié térfogata csokkenthet6 is. Ennek gyakorlati je-
lent8ségét demonstraltik azzal, hogy egy tobb mint 13 000 fehérjepontot hordozé
chipet hoztak létre buzacsira-kivonatban termelt fehérjék tiveglapra nyomtatasaval
(Goshima et al. 2008).

A fenti két publikicié jol illusztrélja a kétrétegii buzacsira in vitro transzlaciés rend-
szerben rejlé lehetéségeket. Az in vitro transzkripcid és a kétrétegi transzlaciés rend-
szer kénnyen automatizalhaté, alkalmassa teheté nagyszamu fehérje egyideji els-
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allitasara, igy a DNS-tél a fehérjéig vezeté munkafolyamat sziik keresztmetszetét a
transzkripcids templatként szolgalé DNS eléallitdsa jelenti. A két fentebbi kézlemény
ezt a problémait eltér6 megoldasokkal hidalja at. Az elsé esetben a fehérje kodolo ré-
gi6jat tartalmazé DNS-szekvencidt az Un. hasitott primer médszerrel két lépésben
amplifikaljdk, igy a keletkezett PCR termék a kédolé szekvencia mellett tartalmazza
a transzkripci6hoz szitkséges prométert és a transzlacidhoz szitkséges 3’ és 5’ nem
transzlalédoé régidkat is. A masodik megkozelitésnél a buzacsira-transzlaciéra alkal-
mas ,Gateway destination” vektorokat hoztak létre, igy amennyiben a szintetizalandé
fehérjéket kddold szekvencidk ,,Gateway entry” vektorban elérheték, a lambda bakte-
riofdg rekombindz enzimét hasznalva gyorsan és egyszeriien létrehozhaték a megfe-
lel6 fehérje transzlaci6jara alkalmas vektorkonstrukcidk.

Munkacsoportunk a termelendé fehérjéket kédolé in vitro transzlaciés vektorok
eléallitasdra egy harmadik stratégiat kovetett, melynek sordn a buzacsira alapt sejt-
mentes fehérjeszintézisre optimalizilt pEU vektorokat tokéletesitette tovabb. Fejlesz-
tésunkkel a pEU vektorok két hidnyossagat kivintuk orvosolni, igymint az elsalli-
tandé fehérjét kodolo vektorok korilményes elgallitasat, illetve a keletkezett fehérjék
egyedi protokollt igénylé tisztitasat.

Az els6 problémara a ligélasfuggetlen klénozas (LIC) tlint a legigéretesebb meg-
old4snak (Aslanidis és de Jong 1990). A médszer alapjit a T4 polimeraz 3’-5’ exo-
nukledz aktivitdsa adja, és alkalmazasaval barmilyen DNS-szekvencia iranyitottan,
generdlis protokoll alkalmazasaval inszertalhat6 a megfelel$ vektorba. A LIC sordn a
tompa végi restrikciés endonukledzzal linearizalt vektorban T4 polimeraz kezeléssel
a hasitasi hely mindkét oldaldn 12-15 nukleotidnyi 5 tilnyulé véget hozunk létre.
A vektorba illesztendé DNS-szakaszt olyan primerekkel amplifikaljuk, melyeknek 5’
végei a LIC-re alkalmas szekvenciat tartalmaznak, igy a PCR termék a T4 kezelést ko-
vetéen a vektorban kialakitott tdlnydlé végekkel komplementer egyszalu végekkel
rendelkezik. Az ily médon elékészitett vektor és PCR termék 6sszekeverését kove-
téen a DNS-fragmentum a bazispirosodds szabélyainak engedelmeskedve irdnyitot-
tan illeszkedik a vektorba. Az elegy kozvetleniil, ligalds nélkul hasznalhat6 a kompe-
tens sejtek transzformaldsira. A médszerrel hatékonyan és gyorsan éllithaték el6 a
DNS-inszerteket megfelel6 poziciéban hordozé vektorok.

A vektor masodik hidnyossagat, a szintetizalédott fehérje nehézkes tisztitasit af-
finitds-kromatografidra alkalmas, jel6lé peptidmotivumok hasznélataval kivantuk
megoldani. Ennek érdekében a pEU vektorokat tgy mdédositottuk, hogy a LIC he-
lyett megel6z6en, azzal egy nyilt leolvasasi keretbe eséen 6 hisztidint (6xHis), illetve
glutation-S-transzferazt (GST) kédolé szekvencidkat illesztettiink. Mindezek kovet-
keztében a vektor altal kddolt rekombindns fehérjék, kétértéki fémkelat, illetve glu-
tation gyanték segitségével egy lépésben altaldban tébb mint 80-90%-os tisztasiggal
szeparalhatok a transzlaciés elegybél.

Arekombindns fehérjék az affinitds-kromatografias gyantdra val6 kapcsolédasukat
kovetben két mddszerrel nyerhetSk ki nativ formaban. Az dltalanosabban kivitelezett
eljaras szerint a gyantat a megfelel kompetitort tartalmazé vegyuletet, igymint imi-
dazolt, illetve redukalt glutationt tartalmazé pufferrel inkubaljuk, igy a rekombinans
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2. abra. A médositott buzacsira in vitro transzlacios vektor sematikus &braja:

SP6, illetve T7 RNS polimeraz prométer (SP6/T7), a dohdny-mozaikvirus transzlaciét fokozo
szekvencidja (TMVQ), glutation-S-transzferaz, illetve hexahisztidin affinit4stisztitds motivum
(GST/6XHis), dohany karcolatos virus protedz felismer6 hely (TEV), ligdlasfuggetlen kl6nozo hely
(LIC), replikacids origo (ori) és antibiotikumrezisztencia-gén (Amp)

fehérjét leszoritjuk a gyantardl. A masodik, a szelektiv protedzokon alapulé médszer
két megfontoldsbdl is elénydsebb. Egyrészt, amennyiben a fehérjét a kompetitorral
torténd inkubdcié helyett protedzzal torténd hasitdssal nyerjik ki a gyantarél, akkor
altaldban nagyobb tisztasidgu fehérjét kapunk, hiszen a protedz csak a rekombinans
fehérjében taldlhaté peptidmotivumnal hasit, igy az oszlophoz nem specifikusan kap-
csol6dé fehérjék nem jelennek meg a végsé prepardtumban. Masrészt a viszonylag
nagy méretd, 23 kDa-os GST jelolés eltavolitasa sok esetben alapveté elvards, mert
egy ilyen méretd plusz fehérjedomén mar jelentsen befolyasolhatja a szintetiz4lt fe-
hérje tulajdonsagait, igy a tovabbi vizsgilatok elétt a GST lehasitandé. Az altalunk
eléallitott vektorok segitségével transzlalt rekombinans fehérjék a dohany karcolatos
virus (TEV) proteaz felismer6 helyét tartalmazzik. A TEV protedz az altalanosan al-
kalmazott protedzok koziil kiemelkedik széles puffertolerancidjaval és nagyfoku sze-
lektivitasaval. A vektor tervezése soran ugy alakitottuk ki a LIC helyett, hogy annak
része a TEV felismer6 helyét, az ENLYFQS peptidet kédol6 nukleinsav-szekvencia is,
igy a fehérje tisztitasat kovetSen a 6xHis aminosav szextett, illetve a GST konnyen le-
hasithat6 (2. 4bra) (Bardéczy et al. 2008).

A létrehozott vektorkonstrukcidkat egy Arabidopsis fehérje kindzzal, az AtMPK6
elgéllitasdval teszteltik. Eredményeink igazoltdk, hogy a vektorok alkalmazasaval a
kétrétegli buzacsira transzlaciés rendszerben egy lépésben nagy tisztasagd, mintegy
10 mikrogrammnyi fehérje allithat6 el6 (3. dbra). A tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy
az el@allitott fehérje mennyiben alkalmazhat6 funkciondlis analizisre. Ennek érdeké-
ben az AtMPK6-ot E. coli fehérjettltermeld rendszerrel és kétrétegl transzlacidval
egyarant el6éllitottuk. A tisztitott kindzok 100 nanogrammjéanak in vitro aktivitasat
mértiik mielin bazikus fehérje szubsztratként térténé alkalmazisaval. Az eredmé-
nyek megerésitették varakozdsainkat, a transzlaciéval termelt fehérje aktivitisa any-
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3. abra. Az AtMPKG fehérje in vitro transzlacidja és affinitastisztitdsa. A: GST, illetve 6XHis jelolt
AtMPK® analizise Coomassie kék festett denaturalé poliakrilamid-gélen teljes transzlaciés elegyben.
A szintetizalt AtMPK6 fehérjét pontok jelolik. GST-AtMPK®6 (G), 6XHis-AtMPK6 (H) és exogén
mRNS-mentes transzlaciés elegy (K). B: A 6XHis-AtMPK6 affinitastisztitas analizise Coomassie kék
festett denatural6 poliakrilamid-gélen. A Ni-kel4t gyantahoz kapcsolt (Gy), a protedzzal hasitott (P),
valamint az imidazollal elualt fehérjepreparatum

nyival nagyobb volt, hogy a két eltéré megkozelitéssel el6éllitott kindz aktivitdsa 6sz-
sze sem vethetd egymassal (Bardéczy et al. 2008). A kifejlesztett vektorok széles kori
alkalmazhatdsagat szamos, valtozatos organizmusbdl szarmazé fehérje termelésével
bizonyitottuk, a késébbiekben pedig a metodika részletes leirasat is elérhet6vé tettitk
(Sonkoly et al. 2011).

Az eukariéta fehérjék tulnyomo része csak a megfelel6 poszttranszliciés médo-
sitdsok nyoman alakitja ki megfelel6 térszerkezetét, illetve valik funkciondlisan ak-
tivva. A buzacsira-kivonattal térténé fehérjeszintézis ebbdl a szempontbdl is optima-
lis valasztas, mivel a megfelel6 korulmények biztositasaval a glikozilacié kivételével
szinte minden poszttranszliciés moédositds egyszerten kivitelezhetd ezzel a méd-
szerrel (Carlson et al. 2012). Laboratériumunk a buzacsirarendszernek ezt az elényét
az AtMPK6 aktivitasanak névelésére haszndlta ki. A mitogén aktivalt protein kinazok
(MAPK) 4ltalanos aktivaldsi mechanizmusa a T-hurokban elhelyezked$ TXY amino-
sav motivum treoninjinak és tirozinjanak foszforilacidja. A mintegy 50 000-szeres
aktivitdsnovekedést eredményezé foszforildcidért a kettds specifitassal rendelkez6
MAPK kinazok (MKK) felelések. A TXY motivum aminosavai in vivo meghatdrozott
sorrendben médosulnak, elészér a tirozin, majd a treonin foszforilalédik (Mészaros
et al. 2007). A kétlépéses foszforilaciés mechanizmus kovetkeztében az aktiv MAPK
elgallitdsdra nem megfelel6 az egyéb foszforilaciét igénylé kindzokndl alkalmazott in
vitro mutagenezisen alapulé megkozelités, mely szerint szdmos kindz konstitutivan



162 MESZAROS TAMAS

aktiv véaltozata létrehozhat6 a foszforilalandé treonin vagy tirozin negativan toltott
aminosavra torténd cseréjével. A MAPK-ok esetében a megfelel$ treonin és tirozin
in vitro mutagenezise nem vezet a kindzaktivitds emelkedéséhez, a MAPK-ok fosz-
forilaciéjat biztosité MKK fehérjék konstitutivan aktiv mutdns véltozatai azonban
mar létrehozhaték ilyen médon. Az aktiv kindz véltozatok eléallitisdhoz a névényi
MKK-kra jellemz6 S/TXXXXXS/T aktivaciés hurokban taldlhaté treoninok, illetve sze-
rinek aszparaginre torténd cseréje szitkségeltetik. Munkacsoportunk ennek megfele-
16en az AtMKK4, az AtMPK6 egyik aktivator kindzdnak konstitutivan aktiv varidnsat
hozta létre és alkalmazta az in vitro transzlicié soran. Az aktivalt AtMPKG6 szintézisé-
hez a kétrétegii transzlicids elegyhez 10:1 ardnyban adtuk az AtMPK6-t és AtMKK4-t
kédolé mRNS-t, majd ezt kévetéen a MAPK-t nikkel-kelat kromatografiaval tisztitot-
tuk. Az in vitro kindzaktivitis mérések alapjan kijelenthetd, hogy az AtMPK6 aktivi-
tdsa — az in vivo aktivaciés mechanizmusnak megfeleléen — sok ezerszeresére fokoz-
hat6 a megfelel6 MKK-val térténé kotranszlaciéval (4. dbra).

A fehérjekindzok funkciondlis tanulményozasinak egyik fontos aspektusa in vivo
szubsztratjaiknak leirdsa. A lehetséges kindz-szubsztrat kapcsolatok egyértelm iga-
zolasa egy olyan rendkiviil komplex, tobbféle metodikan alapul6 folyamat, melynek
soran megkeriilhetetlen a tanulményozandé kindz aktiv forméban térténd kinyerése.
A laboratériumunkban kidolgozott médszer a kindzok in vitro szubsztratjainak vizs-
galatdban nyujt segitséget, igy alkalmazdsa kiindulasi pontot adhat a feltételezett ki-
néz-szubsztrat partnerek azonositdsdhoz. Az eljaras sordn a fentiekben ismertetett
moédszert hasznalva a vizsgaland6 kindzt és a szubsztratjelolt fehérjéket egyarant
in vitro transzliciéval dllitjuk el8. A buzacsirafehérje-kivonatban taldlhaté endogén
kinazok foszforildlhatjdk a szubsztratjelolteket, igy azokat az in vitro kindzreakciét
megel6z8en A-foszfatdzzal kezeljik. Az ily médon kapott, defoszforilalt fehérjéket hi-
deg ATP és aktiv kindz hozzdadasaval foszforilaljuk, majd a reakcidelegyet poliakril-
amid gélelektroforézissel elvilasztjuk, és a foszforilalt fehérjéket foszfoproteinekre

AtMPK6 + +
AtMKKAGOF - +

4. abra. Az AtMPK®6 aktivitdsdnak novelése kotranszlacioval. A Ni-kelat 4gyhoz kotott AtMPKS,
illetve az AtMKK4GOF-fal kotranszlalt AtMPK® in vitro kindzaktivitdsanak vizsgalata mielin bazikus
fehérje (MBP) mesterséges szubsztratként térténd hasznélataval. A fels6 panelen a poliakrilamid-gélen
elvalasztott MBP autoradiogram képe, mig az als6n ugyanazon gél Coomassie festése lathato
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specifikus fluoreszcens festékkel tessziik lathatéva. Ezzel a megkozelitéssel viszony-
lag gyorsan, egyszertien és radioaktivitds hasznélata nélkiil vizsgilhatunk akédr nagy-
szamu feltételezett kindz-szubsztrat kapcsolatot is (Nagy és Mészaros 2014).

A fehérjék a sejten belil a legritkabb esetben toltik be funkcidjukat énalléan, alta-
laban tobb fehérjével torténd kolcsénhatas nyoman, fehérjekomplexek kialakitdsaval
latjak el feladatukat, minek kovetkeztében a proteomikai kisérletek egyik kozponti
eleme a fehérje-fehérje kolcsénhatasok vizsgalata. Az in vivo fehérje-kolcsonhatdsok
minden kétséget kizar¢ igazoldsa rendkiviil komplex feladat, és csakis él6 sejtek alkal-
mazdsaval lehetséges. Mindazonaltal a fehérje-fehérje kolcsonhatasok in vitro tanul-
manyozdisa fontos orientdcids pontot nyujt a tovabbi vizsgilatokhoz. Az ilyen irdnyt
kisérletekkel kapcsolatos alapveté elvaras a viszonylag egyszeri és gyors kivitelezhe-
t6ség. Ezeknek a kritériumoknak tokéletesen megfelel az in vitro transzlacié ,keverés
és mérés” (mix-and-measure) médszerekkel valé kombindlasa. A két technika egytit-
tes alkalmazasa lehetévé teszi a vizsgalando fehérjék kolcsonhatdsdnak transzlaciot
koévets, mindennemd tisztitast és elvalasztast nélkiil6zd kozvetlen detektalasat.

Nagyfoku érzékenysége kovetkeztében a ,keverés és mérés” metodikak kozul az
ALPHA (Amplified Luminescent Proximity Homogeneous Assay) a legelterjedtebb.
A médszer a kiillonb6z6 fehérjékkel jelslheté donor és akceptor gyongyok kélcsénha-
tasan alapul. A donor gyongy olyan fotoszenzitiv anyagot tartalmaz, amely 680 nm
fénnyel torténd megvilagitas hatasira szinglet oxigént termel. A keletkezett szing-
let oxigén az akceptor gyéngyhoz diffundal, és az abban talalhaté tioxénszarmazék-
kal reagélva kemilumineszcenciat generdl. Az akceptor gyongy a tioxén mellett olyan
fluorofért is tartalmaz, mely kemilumineszcenciaval indukalhaté, igy a szinglet oxi-
gén végs6 soron fluoreszcens jelként detektalhaté. A fluoreszcencia létrejottének el-
engedhetetlen feltétele a donor és az akceptor gyongy megfelelé kozelsége, mivel a
szinglet oxigén csak 200 nm-t tud megtenni az oldatban, miel6tt visszakertilne alap-
allapotéba. Ez a tavolsagi feltétel csak akkor teljesiilhet, ha a gyéngyok kélcsonhaté
fehérjékkel jeloltek, és igy a két gyongy a fehérjék interakciéjan keresztil megfelel6
kozelségbe kerill. A mddszer rendkiviil érzékeny a nagy mennyiségben keletkez6
szinglet oxigén jelerésit6 hatasanak koszonhetden, a gerjesztési hullimhossznal rovi-
debb hullimhosszon térténé fluoreszcenciadetektalds pedig az alacsony hatteret biz-
tositja (5. 4bra) (Eglen et al. 2008).

Munkacsoportunk a fogbél sejtjeinek odontoblasztokka torténd differencidléddsa-
nak tanulmanyozasaban kozremiikédik. Ennek keretében a differenciicié antagonis-
tajanak, a Noggin fehérjének a hatdsat kivanjuk kikiisz6bolni a Nogginhoz szelekti-
ven kot6do egyszalu oligonukleotidok, un. aptamerek el8éllitdsdval. A Noggin gatlé
hatdsét a differenciaciét indukal6 novekedési faktor, a csont morfogenikus fehérje 2
(bone morphogenic protein 2, BMP2) kotésével fejti ki (Qin et al. 2012). Munkénk so-
ran a megfelel6 aptamer el6éllitasdnak sikerességét a Noggin és BMP2 fehérje kozotti
kolcsonhatds mérésével ellendrizzik az ALPHA médszer segitségével. A mérések ki-
vitelezéséhez a médositott GST, illetve 6XHis jelslést biztosité pEU vektorainkba in-
szertaltuk a Noggin, illetve BMP2 fehérjéket kddolé szekvencidkat. A vektorok in vitro
transzkripciéjaval nyert mRNS-r8l a kétrétegli buzacsira rendszerrel fehérjéket ter-
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meltettink. A sikeres transzliciét kovetSen a két killonbozé fehérjét tartalmazoé ele-
gyet megfelel6 higitds utdn 6sszekevertik. Az ily médon nyert oldathoz AlphaScreen
Ni-kelat akceptor és GST ellenanyaggal médositott donor gyéngyoket adtunk, majd
egy 6ra inkubdciét kévet6en mértiik a fluoreszcens jelet. A kontrollmintdkndl kapott
fluoreszcenciaértékkel Gsszevetett mérési eredmények egyértelmien igazoltak a ko-
rabbi kozleményekbdl mar ismert Noggin és BMP2 fehérjék kozotti kolesonhatast
(5. dbra B). A kovetkez6 lépésben az eléallitott aptamereink Noggin-BMP2 interak-
ciéra kifejtett hatasat kivantuk tanulmanyozni, igy a fehérjekolcsonhatas-vizsgélato-
kat megel6z6en a Noggin fehérjét tartalmazé oldatot az aptamerekkel elginkubaltuk.
A lumineszcenciamérések megerdsitették varakozasainkat, az eléallitott aptamertnk
szignifikdnsan gatolta a két fehérje kozotti kolcsonhatast (5. dbra C).

A proteomika egyik legfontosabb kutatasi tertilete és egyben legnagyobb kihivisa
a membranfehérjék vizsgalata. E fehérjék tanulmanyozasidnak kiemelt jelent8ségét
az adja, hogy szamos képvisel6jiik a sejtbe irdnyulé jelatviteli tvonalak inicidtora,
igy egyben feltételezhetéen idedlis gydgyszercélpont is. Kihivdsnak pedig azért te-
kinthetjitk vizsgalatukat, mert a membranfehérje-kutatasok tobb szempontbdl is
nehézségekbe titkoznek. Habar a prokaridta és eukariéta genomok altal kédolt fe-
hérjéknek mintegy 20-30%-a membréanintegrans fehérje, az egyes membranfehér-
jék tobbsége csak kis mennyiségben van jelen a sejtekben, igy eredeti forrasbél tor-
ténd tisztitdsuk rendkivil alacsony hatékonysagi. A membranfehérjék vizsgilataval
kapcsolatos tovabbi technikai nehézség a sajatsdgos oldhatdsidguk kovetkezménye.
A foszfolipid kett8srétegbdl formalédd, membrinba dgyazott fehérjék felszinén a
hidroféb aminosavak domindlnak, igy vizes oldatokban rosszul oldédnak, gyakran
elveszitik nativ szerkezetiiket, és kicsap6dnak. A membranfehérjék hidroféb tulaj-
donsdga nemcsak a tisztitdsuk sordn jelent problémat, legtobb esetben a sejtes rend-
szerekben torténd termeltetésiik is korilményesen kivitelezhetd, hiszen csak a sejtek
membranjaba lokalizilt fehérjéknek van jé esélyiik a nativ szerkezetiik kialakitasara,
igy a sejtekben rendelkezésre 4ll6 membran limitalja az el6éllithaté fehérje meny-
nyiségét, a tultermelésiik pedig toxikus a sejtekre. Rdadasul a szintetizal6dé fehér-
jék megfelel6 membranba irdnyitasa és sejten belili transzportja tovabbi lekiizdendd
akadalyt jelent. Mindezen problémék athidaldsédra véltozatos, membranfehérjék els-
allitdsara alkalmas, prokaridta és eukaridta sejteken nyugvéd rendszereket hoztak
létre, de egyik sem biztositja a rutinszert alkalmazhatésigot (Trimpin és Brizzard
2009). A membréanfehérje-kutatasokkal kapcsolatos nehézségeket jél illusztraljak a
fehérjeszerkezeti vizsgalatok eredményei. Mig a citoplazmatikus fehérjék harmadla-
gos szerkezetét tartalmazoé adatbazisok dinamikusan névekszenek, sok ezer fehérjét
tartalmaznak, addig a membranfehérjéket bemutatéd megfelel6ik csak néhany sziz
fehérjével buszkélkedhetnek.

A hidroféb tulajdonsagokkal rendelkezé fehérjék tobbsége az in vitro transzlacié
soran, a sejtes fehérje-tultermeléshez hasonlatosan kicsapédik. Ezt a problémat két
eltéré megkozelitéssel sikeriilt megoldani. Az elsé megkozelitést az E. colibdl szar-
maz6 sejtkivonattal alkalmaztak. Tébb, kiillénbozé szamu transzmembran doménnel
rendelkez6 bakteridlis membrinfehérjét allitottak el6 in vitro transzlaciéval. Az elsé
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megfigyelésiik az volt, hogy habar olyan fehérjék is szintetizalhatok, amelyek bakte-
rilis fehérje-tiltermeléssel nem termelhetdk, a keletkezett fehérjék szinte teljes egé-
szében csapadékot képeznek. Kovetkezé lépésként azt vizsgaltak, hogy a transzliciés
elegy detergensekkel, illetve foszfolipidekkel térténé kiegészitése hogyan befolya-
solja a membranfehérjék szintézisét. Tapasztalataik szerint sem a detergensek, sem
a foszfolipidek nem valtoztattdk drasztikusan a szintézis hatékonysagat, azonban a
keletkezett fehérjék oldékonysdga sem médosult érdemben. Végul azt ellenérizték,
hogy a csapadékot képzett fehérjék szolubilizalhatéak-e detergensekkel, illetve fosz-
folipidekkel. Ezzel a mddszerrel sikeresen izoldltak megfelel$ térszerkezettel rendel-
kez6 membranfehérjéket, amit funkcionalis vizsgalatokkal is igazoltak (Klammt et
al. 2004). Egy masik munkacsoport a buzacsira-kivonaton alapulé in vitro transzla-
ci6 alkalmazasival mas elképzelés alapjan allitotta 6ssze a membranfehérjék terme-
lésére alkalmas rendszerét. Sz6jabdl szarmazé lipidporbdl liposzémakat készitettek,
és ezeket adtdk hozza a CECF transzlacids rendszerhez, melynek segitségével tobb
tiz mikrogramm humadn citokrém b5 (cytb5) és sztearil-KoA deszaturdzt (SCD) ter-
meltettek 50 mikroliter transzliciés elegyben. A transzlacids elegy stirtiséggradiens
centrifugalasaval a szintetizalt fehérjék egyszertien, nagymértékben tisztithatok is
voltak, a liposzéma frakciéban a fehérjék tobb mint 80%-at cytb5, illetve SCD adta.
A publikécié talan legfontosabb uizenete az, hogy a két fehérje egyiittes transzlaciéja-
val és cytb5 reduktaz hozzaadasaval funkciondlisan aktiv, zsirsav-deszaturaciéra ké-
pes membranban lokalizalt komplex allithaté 6ssze (Goren és Fox 2008).

Laboratériumunk ez utébbi, liposzémat hasznilé megkozelitést alkalmazta az is-
meretlen funkciéval rendelkez6 human GLUT10 fehérjetranszport aktivitisdnak
felderitésére. Tojas lecitinbél el8allitott liposzémakat adtunk a buzacsira egyfazisa
transzldciés rendszerhez, majd két 6ra inkubdaciés id6 utdn Western blott segitségével
ellendriztiik a fehérjeszintézis hatékonysagat. A transzlicids elegy centrifugilasit ko-
vet6en a GST jelolt GLUT10 fehérjét a liposzémakat tartalmazé, felulaszo frakciéban
azonositottuk. Az ily médon nyert GLUT10 proteoliposzémak transzportaktivitdsat
négy kiilonboz6, radioaktivan jelolt szubsztrat alkalmazdsaval rapid filtraciéval vizs-
galtuk. Kisérleteink igazoltak varakozasainkat, miszerint a GLUT10 dehidroaszkor-
bét transzporterként funkcional, mivel szachar6z és UDP-glitkuronsav hozzaadédséaval
nem detektdltunk transzportaktivitast, az aszkorbat esetében minimalis, mig dehid-
roaszkorbat adagolasaval karakteres transzport volt mérhetd.

A 21. szazadi molekuldris biol6giai kutatasokat talan a holisztikus jelzé irja le leg-
jobban, egy adott kérdést sok szempontbdl vizsgalunk, egyszerre elemezzitk a DNS-,
RNS- és fehérjeprofilt, és az igy kapott eredményeket egymadssal 6sszefiggésben
vizsgaljuk. Vitathatatlan, hogy ezzel a megkozelitéssel a val6saghoz sokkal jobban
kozelité modelleket éllithatunk fel, és redlisabban értelmezhetjik az él6lényekben
lejatsz6do folyamatokat, azonban a jelenségek teljességiikben torténé vizsgalata el-
képzelhetetlen a megfelel6 metodikai hattér nélkal. A nukleinsavak nagy léptéki ana-
lizisére alkalmas eszk6z6k és médszerek mar évtizedek 6ta rendelkezésiinkre allnak,
a fehérjevizsgalatokra vonatkozé megfelelik azonban csak a szézad elején indultak
robbandsszer fejlédésnek. A nagy érzékenységl tomegspektrometrids berendezé-
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sek és az ezekhez kapcsolddd informatikai rendszerek megjelenése a fehérjék azo-
nositasa szempontjabdl hozott attorést. A fehérjék meghatirozdsa, aminosav-szek-
venciajuk ismerete azonban sok esetben nem nyujt egyértelmi informéciét annak
kisérletek kivitelezéséhez elegendé mennyiségli és tisztasdgu fehérje sziikségelte-
tik. Ezeknek a vizsgalatoknak a fehérjeigényét 4ltaldban é16 sejteken alapulé fehérje-
tultermeléssel fedezik, mara azonban az in vitro transzlaciés rendszerek mar realis
alternativai a sejtes fehérjeszintézisnek. S6t mi tobb, a fentebb bemutatott példik
alapjan kijelenthetjuk, hogy bizonyos tekintetben mdr meg is haladtak azokat, igy
a jovében minden bizonnyal szélesebb kérben alkalmazott metodikai lesznek a pro-
teomikai kutatdsoknak.
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V. Onkogének és tumorszupresszorok a novényekben:
az E2F-RB szabalyozasi mechanizmus szerepe

MAGYAR ZOLTAN

Osszefoglalas

Anévényekben a névekedés mértékét a sejtosztodas és a sejtmegnyilds egyensulya hatdrozza meg. Ezt az
egyensulyt egy evoluciésan konzervalédott transzkripcionalis mechanizmus biztositja, amelyet a benne
részt vevs komponensekrél E2E-RB szabélyozasnak nevezink. Gyakorlatilag az 9sszes névényi sejt — le-
gyen az ssejt vagy differenciélt sejt — osztédasi allapota az E2F-RBR miikodésétdl figg. A hibas névényi
E2F-RBR mechanizmus az allatokhoz hasonlé kontrolldlatlan osztédasokhoz vezet. Ennek kévetkezmé-
nyeként nem jonnek létre egészséges ivarsejtek, séril a differencidlodas és az osztodas kozti egyenstily,
megvaltozik az éssejtek allapota és a merisztémak miikodése. A legujabb eredmények alapjan az RBR a
killonboz6 sejtallapotokat killonbozs E2F fehérjékkel szabalyozza. A modell szerint az E2FA-RBR komp-
lex az 0szt6d6 sejtekben gatolja a differencial6dasi gének kifejez6dését, aminek koszonhetden fenntartja
a sejtek osztédasi dllapotat. Ezzel szemben, a differencialédé sejtekben az RBR az E2FB-vel formal komp-
lexet, és az osztodasi géneket gitolja. A két aktivatornak nevezett E2F igy az RBR-rel komplexben el-
lentétes folyamatokat szabélyoz: az E2FA-RBR a differencidlédést gatolja, mig az E2FB-RBR komplex a
differencialédds felé vezetd ut egyik elsé allomasa. A termindlisan differenciélt sejtallapot kialakitasa-
ban pedig az E2FC-RBR komplex vesz részt. A komplexek tovabbi részletes funkcionalis jellemzése révén
jobban megérthetjitk a névények novekedését szabélyozo folyamatokat, ez pedig lehet6séget nyujt arra,
hogy id6vel a gazdaséagilag fontos névények novekedését és ezzel terméshozamait is fokozni lehessen.

Summary

Plant organ growth is regulated in a temporally and spatially coordinated manner by two processes: cell
proliferation and cell enlargement. The cell number of plant organs is determined by the timing of tran-
sition from proliferative growth to cell expansion. Here we discussed the central role of the E2F-RBR
pathway in this decision mechanism. This molecular pathway can potentially determine the division
status of all plant cells and consists of quiescent stem cells, dividing progenitor cells and terminally dif-
ferentiated cells. Accordingly, the missing RBR regulation in plants resulted in uncontrolled cell divisions
similar to those in animals. RBR function is required for stem cell maintenance, cell proliferation, cell cy-
cle exit and differentiation. Current data indicates that RBR can regulate these processes by entering into
a complex with distinct E2Fs in different cells in various developmental stages. According to this model,
E2FA-RBR1 keeps cells in the mitotic cycle, whereas binding of RBR1 to E2FB stimulates cell cycle exit,
therefore differentiation. An E2FC-RBR complex might be formed to regulate the terminally differen-
tiated status of the cells. Understanding the functions of these complexes provides the opportunity to
understand the molecular mechanism of plant growth that in turn could be applied for further growth
improvement in other plant species.



ONKOGENEK ES TUMORSZUPRESSZOROK A NOVENYEKBEN 169

Bevezetés

Az E2F transzkripcids faktorok az osztddas és a differencialédas kozti egyensuly sza-
balyozdsdban vesznek részt. A retinoblasztéma (RB) nevi tumorszupresszor-mole-
kula miikodésétdl fiiggéen lehetnek transzkripcionalis aktivatorok vagy represszo-
rok. A hibas E2F-RB szabalyozas kéros sejtosztédashoz, daganatok kialakuldsdhoz
vezethet. Mig az ember esetében a rdkos megbetegedések a haladlozasi listdk élén all-
nak, a névények ellenédlléak a hasonlé elvéltozdsokkal szemben. Az E2F-RB szaba-
lyozasi mechanizmus azonban a névényekben is megtaldlhaté, és az evolucié soran
meglepden j6l konzervilédott. Mi lehet a szerepe ennek a szabalyozdsnak a névények
fejlédésében és novekedésében, mennyire idomult ez a molekuldris mechanizmus a
névényi életmodhoz, és mi torténik a névényekkel, ha ezek az onkogének és tumor-
szupresszorok meghibdsodnak? Az alabbi fejezetben tobbek kozott ezekre a kérdé-
sekre keresem a valaszt.

A novényi névekedés szabalyozasa

»Képzeljiuk el az 8ssejtkutatok izgalmat, ha a Pathfinder (irhajé olyan lények felfede-
zésérol kuldene riportot, akik a fejitkon taldlhaté specialis szerv révén akar 2000 évig
is elélnének, és ezt a képességiiket a mi Gssejtjeinkhez hasonlé sejtjeiknek koszénhet-
nék. Hogyan miikédhetnek ezek a sejtek? Es miben kiilénbéznek az allati 6ssejtekt61?
Izgalmas kérdések. Nem kell azonban elhagyni a Galaxist azért, hogy ezeket a sejteket
gbrcs6 ala vegyiik, hiszen ilyen lények élnek itt velink a Foldoén is, ezek a novények,
amelyek az evolicié sordn az dllatokhoz hasonldéan egysejtes, de azoktdl eltéré 8si sej-
tekbél fejlédtek ki” (Scheres 2007).

Bar a névények testfelépitése a fotoszintézisre specializalédott, az dllatokhoz ha-
sonléan sejtekbdl épitkezik. Az allatokkal ellentétben a névények nemcsak embriona-
lis fejlédésiik alatt, hanem egész életiik soran képesek 4j szerveket létrehozni. Ezt a
képességuket a merisztematikus régiékban taldlhaté Gssejtjeiknek koszonhetik. Mar
az embriondlis fejlédés soran kialakul a névények két legjobban ismert, a gyokér- és a
hajtascstucsban elhelyezkedd merisztémaja (1. dbra). A hajtas a szar névekedéséért és
a levelek kialakulasdért, a gyokérmerisztéma pedig a gyokér fejlédéséért és noveke-
déséért felelés. A merisztémdban a sejtek differencidlatlan allapottak; az Gssejtek ezt
a képességiiket akdr tobb ezer évig is képesek megérizni (1dsd Sequoia sempervirens,
6r6kzold mamutfenyd, Scheres 2007). Az 6ssejtek ritkan és tébbnyire aszimmetriku-
san osztédnak, ami révén 1j sejtvonalak jonnek létre. Az utédsejtek akar tobbszor is
tovabb osztédhatnak (ezek az un. progenitor vagy tranzit amplifying sejtek), miel6tt
kilépnének a sejtciklusbol és differencidlédnanak. Az Gssejtek mind az dllatokban,
mind a névényekben speciélis kornyezetbe d4gyazédnak (ez az un. stem cell niche vagy
inicidlis; 1. bra). A differencialatlan sejtek osztédasi képessége kozott tehat kulénb-
ségek vannak. Az oszt6dasok szamat és a sejtek méretét a novényekben is az egyed-
fejlédés genetikai programja irja el, ezt azonban esetiikben a kérnyezeti valtozdsok
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jelentésen befolyasolhatjak, azok mintegy felilirhatjak az adott genetikai programot
(Scofield és Murray 2006). A bonsai névények jol példazzik, milyen drdmai hatasi le-
het a kérnyezet a névény végss méretére.

A novények és szerveik mérete elsGsorban a sejtek szamatdl és méretétdl figg.
A gyokér és a szar novekedése soran az osztédas és a differencidlédas kozott egyen-
sulyi allapot jon létre. A folyamatosan novekvé Arabidopsis (ladfi) gyokérmerisztéma
mérete a csirdzast koveté néhany napban még novekszik, de ezt kovetéen egy meg-
hatdrozott méretnél stabilizidl6dik. Ezzel szemben egy determinalt névekedést szerv,
mint amilyen a levél is, két egymastdl elkulonulé fazisra oszlik: a kezdeti osztédast a
sejtek megnyuldsa koveti (2. dbra). Ennek soran a mitotikus sejtciklus endociklussa
alakul. Az endociklusban a DNS szintetikus vagy S-fazisat nem koveti mitotikus fa-
zis, vagyis kromoszéma-duplikacié és -szegregacio, igy a sejtek DNS-tartalma min-
den egyes endociklusban megduplazédik anélkil, hogy a kromoszémaszdm megval-
tozna (2. dbra). A megemelkedett DNS-tartalom (ploidiaszint) néveli a sejtek méretét
(Tsukaya 2008; 2013), bar pontosan nem ismert, milyen mechanizmus révén. Felté-
telezik, hogy a ploidiaszint emelkedése fokozza a sejtek szintetikus kapacitdsat, a na-
gyobb képiaszam tobb fehérjét jelent. Ezt az elméletet azonban nemrégiben megca-
foltak (Tsukaya 2013). Ugyan a ploidiaszint valtozasa befolydsolhatja a sejtméretet,
ennek mértéke azonban sokkal inkdbb genetikai faktoroktél, mint a ploidiaszinttél
fugg (Tsukaya 2013). A névényi szervek mérete azonban bizonyos hatarig koveti a
ploidiaszintben bekovetkezett valtozdsokat: a tetraploid Arabidopsis (4C) nvény sejt-
jei és szervei (levelei és virdgai) is nagyobbak a diploid rokonnal (2. dbra). Az oktop-
loid (8C) noévény azonban mdar lényegesen kisebbre né a diploid névénynél annak el-
lenére, hogy a sejtjei nagyobbak (ez az tn. magas ploiditds szindréma). Ennek oka,
hogy az oktoploid névény kevesebbet osztédik, azaz a ploidiaszint emelkedése egy
bizonyos hatar f6l6tt mar gatolja a sejtosztdédast. Megfigyelések alapjan az Arabidop-
sisban példdul a hexaploidszint még pozitiv hatdst a szervmeéretre (Tsukaya 2008).
Ezzel 6sszhangban a tetraploid Arabidopsis névény fejlédése lassabb, mint az azonos
koru diploidé (Tsukaya 2008). A nagyobb DNS-méret lassabb sejtosztdédasi ciklust
eredményez, ezéltal lelassul a tetraploid névény fejlédése.

A levelek mérete fajra specifikusan alakul ki; a kozeli rokonok esetében, példiul
az Arabidopsisnal és a repcénél, a jelent6s méretbeli kiiléonbségek hatterében elsGsor-
ban a sejtszam és nem a sejtméretbeli eltérések allnak (Anastasiou és Lenhard 2008;
Bogre et al. 2008); a repce esetében a genetikai program t6bb osztddést tesz lehetévé,
mint amit az Arabidopsis genetikai programja megenged. Az ezért felel6s molekularis
mechanizmus viszont még nem teljes egészében ismert. Az Arabidopsis cytochrome
P450 csalddba tartozé egyik gén, a KLUH (a képregényhés, HULK megforditott nevé-
bél; Anastasiou et al. 2007) fontos szerepet jatszhat a szervek méretét meghatdrozé
folyamatokban. A KLUH hidnydban ugyanis kisebb, mig kissé megemelt expressziéja
mellett nagyobb levelek és viragok jonnek létre. A feltételezés szerint a KLUH egy ed-
dig még nem azonositott mobilis névekedési faktort hoz létre. Kilénés médon azon-
ban a KLUH kifejez6dése a levelek és a virdgszirmok peremére korlatozédik. Hogyan
hatarozhatja meg mégis ez a szignal a szervek méretét? Geometriai okokbdl kifolys-



ONKOGENEK ES TUMORSZUPRESSZOROK A NOVENYEKBEN 171

lag a levél kertilete fele olyan lassan né, mint a levél tertilete, igy a mobilis névekedési
faktor a keriilet-tertlet ardnynak megfelel6en higul ki, igy hatdrozva meg a fajra spe-
cifikus szerv méretét. Hasonlé mechanizmus alakitja a Drosophila szarnyméretét is
(Day és Lawrence 2000). Egy masik elképzelés szerint a novekedési faktor a levélnyé-
len keresztil jut a levéllemezbe, és alakit ki egy dlland6nak mondhaté oszt6dasi zonat
(Kazama et al. 2010, Adriankaja et al. 2012; 2. dbra). A levél kiindulasi stddiumaban
(primordium) még minden sejt része ennek a zénanak, és itt osztédik. Néhany nap
alatt azonban jelent8sen megné az oszt6dasbdl kilépé és megnylé sejtek szama, mig
végil a levél eléri azt a fejlédési pontot, amikor minden oszt6das leall (Adriankaja et
al. 2012). Erdekes médon, a sejtmegnytlast megelézi a kloroplasztiszok differencia-
l6dasa. A kloroplasztiszbdl jové szigndl, az Un. retrogrid szignal gatldsaval ugyanis a
sejtek megnyuldsat is gatolni lehet (Adriankaja et al. 2012).

Nem minden levélsejt osztédasa szabalyozddik egyforman. A levélben szétszértan
elé6fordulé zardsejt-merisztémoidok, a légcserenyildsok (sztémak) zardsejtjeit létre-
hoz6 specidlis levélGssejtek még javaban osztédnak, amikor a szomszédos epiderma-
lis sejtek mar rég kiléptek a sejtciklusbdl és endociklizdlnak. A merisztémoidok és az
epidermalis sejtek osztédasat tehat mas mechanizmus szabalyozza, de ennek termé-
szete pontosan még nem ismeretes (Adriankaja et al. 2012).

Néhany Arabidopsis gén pozitivan képes befolyasolni a szervek méretét, ilyen pél-
ddul az Aintegumenta (ANT) is, amely egy névényspecifikus transzkripciés faktort ké-
dol (Mizukami és Fischer 2000). Az ANT tultermeltetése nagyobb, mig gatlasa kisebb
szervek kialakuldsdhoz vezet. Az ANT meghosszabbitja az oszt6dasi fazist, azaz kés-
lelteti a sejtek kilépését az osztddasbdl, ezzel novelve a sejtszamot és igy a szervek
méretét. Bar a pontos molekuldris mechanizmusa nem ismert, a sejtosztéddsban fon-
tos szerepet jatszo szabdalyozé ciklin D3;1 gén (ldsd késsbb) aktivalédasat figyelték
meg. Erdekes médon azonban a ciklin D3;1 ttltermeltetése kisebb novényt eredmé-
nyezett (Dewitte et al. 2003). Egy masik Arabidopsis gén, az EBP1 nemcsak az osz-
todast képes stimulalni, de a sejtek méretét is noveli (Horvath et al. 2006). Az EBP1
egy éllati szabalyoz6 fehérje kozeli rokona, amely a riboszémak biogenezisében vesz
részt, és ennek megfeleléen a magvacskdban talalhaté. Feltételezik, hogy a gén tual-
termeltetése fokozza a sejtek fehérjeszintetikus kapacitasat, ami pozitivan hat a sejt-
osztddasra, és noveli a sejtek méretét. A fehérjeszintézis fokozdsa az édllati és éleszt6-
sejtek osztddaséra is pozitiv hatdssal van.

Az allatok esetében az extra sejtek keletkezése noveli a tumor kialakuldsanak koc-
kazatat. A novények rendkiviil jol képesek tolerdlni a megnévekedett sejtszamot;
a keletkezett sejttobbletet tobbnyire gond nélkiil beépitik az adott szerv szoveteibe
(Doerner et al. 1996; Doonan és Hunt 1996). Névényi tumor kialakuldsit csak né-
hany noévényikérokozo-fertézés soran lehet megfigyelni (pl. az agrobaktérium-, il-
letve a geminivirus-fert6zés esetében; Gutzat et al. 2012).

Rendkiviili, hogy a sejtszam cs6kkenésével parhuzamosan nagyobb sejtek kialakula-
sat figyelték meg olyan Arabidopsis mutansok levelében, ahol gatlédott a sejtoszt6das.
A levélsejtszam csokkenésébdl ered méretbeli valtozast tehat, egy bizonyos hataron
belill, a sejtmegnyulds kompenzalhatja (Hemerly et al. 1995; Tsukaya 2008; De Veylder
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et al. 2001). A kompenzaci6 sordn néhet a sejtek ploidiaszintje, ami az endociklus ak-
tivaléddsdra utal. A kompenzacié azt is jelenthetné, hogy a kevesebbet osztédé sej-
tek tobbet endoreduplikalédnak, megné a ploidiaszintjitk és azzal ardnyosan a mére-
tik. Bizonyos esetekben azonban a sejtek a ploidiaszint emelkedése nélkiil is képesek
a megnyulasra, azaz létezik egy endociklustdl fiiggetlen megnyuladsi mechanizmus
(De Veylder et al. 2001; Magyar et al. 2012). A mitézisbél az endociklusba torténd dtme-
net azonban tovabbra is meghatarozé szerepet jatszik a névényi szervek fejlédésében.

Az elsédleges novekedésszabalyozas: a sejtosztédasi ciklus

Az élévilagban a sejtciklus eseményei univerzalisnak tekintheték, ezért nem meg-
lepé, hogy a kiilénbo6z6 eukariéta él6lények (a gombdk, az allatok és a névények) sejt-
ciklus-szabalyozé molekuldi nemcsak nagyon hasonléak, de hasonléképpen is mi-
koédnek. A sejtciklus koézponti szabélyozéja egy kindzmolekula, amelyet ciklinfiiggd
protein-kindznak neveztek el (az angol neve — cyclin-dependent kinase — alapjan ro-
viditve: CDK). A CDK mikédése ugyanis elsésorban a ciklinszabalyoz6 molekulaktél
fugg, amelyek a sejtciklus soran periodikusan jelennek meg, ciklizalnak. A CDK kinaz
egy biokémiai kapcsolénak tekinthetd, amelynek mindgssze két stabil allapota van:
egy aktiv és egy inaktiv. Ezeknek az dllapotoknak a kialakitdsaért komplex folyamatok
a felelések, a mar emlitett ciklinmolekuldk mellett a CDK-gétl6 fehérjék és a foszfo-
rilaciés lépések egyiittesen vezetnek a be-, illetve kikapcsoléddsdhoz (Morgan 2007).
A sejt az oszt6dasi ciklus hibatlan miikédését az tn. kontrollpontokban ellenérzi.
A DNS-szintézis sordn bekovetkezett hiba megakadalyozza a CDK aktivaloddsat, egé-
szen addig gitolva ezzel a sejtciklus tovabbhaladasat, amig a hibdk ki nem javitédnak
az un. G2-M dtmenet sordn. Hasonléképpen, egy hibas mitotikus esemény, példaul
a kromoszémak egyenlétlen szétosztasa, meggitolhatja a CDK inaktivalédasat, ami
késleltetni fogja az oszt6dasbdl torténd kilépést. A kontrollpontok hibas molekuldris
mechanizmusa mutéciékhoz vezet, és ez akar végzetes kovetkezményekkel is jarhat,
akar rdkos sejtburjanzast is eldidézhet. Az élesztésejtekben egyetlen CDK-molekula
vesz részt a sejtciklusfizisok koordinaldsdban, amely killénb6z6 fazisspecifikus cik-
linmolekuldkkal 1ép komplexbe. Az éleszt5tdl eltéréen a magasabb rendd éllatok és
novények sejtjeiben egy tobb tagbdl allé CDK-kindz csalad taldlhaté. Az Arabidopsis
12 CDK-rokon molekuldval rendelkezik (CDKA-F), amelyek 8 alcsoporthoz tartoz-
nak (Vandepoele et al. 2002; Magyar et al. 2013). Hasonlé csoportosités jellemzi a
tobbi novényi fajt is, a rizshez hasonlé egyszikieket (Guo et al. 2007), az alacsonyabb
rendd moszatokat, példdul a Selaginelldt (Banks et al. 2011), de még a zold algakat is
(Bisova et al. 2005). A névényi CDK-molekuldk koziil csak a CDKA és a CDKB alcsa-
ladba tartozdak vesznek kozvetleniil részt a sejtosztodas szabalyozasaban (3. dbra).
A névényekben egyetlen A-tipust CDK taldlhaté (CDKA;1), és ez az egyedili olyan
noévényi CDK, amely helyettesiteni képes az éleszté cdc2 (CDK1) funkcidjit a cdc2
muténs élesztésejtekben (Hirt et al. 1991). A CDKA;1 aktivitdsa a sejtosztodas sordn
ciklizél, az S- és M-fazisba 1épést megel6z6 kontrollpontokban aktivil6dik (Magyar et
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al. 1997). A jelenlegi modell szerint azonban a CDKA;1 féleg az osztédasba lépésben
jatszik meghatarozé szerepet (Van Leene et al. 2011, Nowack et al. 2012), mig a G2-M
fazisok szabélyozasa a novényspecifikus CDKB kindzokkal térténik. Ezt az elméle-
tet tdmasztja ald, hogy a CDKA;1 elsésorban az osztédasba 1épés sordn szabalyozo
szerepet jatsz6 ciklinszabalyoz6 molekuldkkal 1ép komplexbe, példaul a Ciklin D és a
Ciklin A alcsalad tagjaival (Dewitte és Murray, 2003; Magyar et al. 2013; 3. dbra). Ez-
zel szemben a CDKB kinazok jellemzé ciklinpartnerei a mitotikus ciklinek, a Ciklin B
fehérjék. A CDKB1 (CDKB1;1, CDKB1;2) és CDKB2 (CDKB2;1 és CDKB2;2) alcsalad
tagjai csak a névényekben fordulnak el6, és a késé S-fazistél kezd6dben sejtciklus-spe-
cifikusan a G2- és M-fazisokban fejezédnek ki (Magyar et al. 1997; 3. dbra). A névényi
CDKA;1 funkcié teljes hidnydban (homozigéta cdka;1 mutins) nem sziletnek 4j né-
vények (Nowack et al. 2006), amibdl arra lehetne kovetkeztetni, hogy CDKA;1 nélkiil
nincs sejtosztédas. A cdka;1 mutacié befolyéasolja az ivarsejtek, ezen beliil is a nové-
nyi himivarsejtek oszt6dasat. A hidnyos pollenosztédasnak koszonhetéen elmarad a
novényekre jellemz6 kettés megtermékenyités, igy nem alakulnak ki életképes ma-
gok. Nemrégiben sikerult az embrionalis fejlédés soran is tanulmdnyozni a CDKA;1
funkciét (Nowack et al. 2012). Meglepé médon a CDKA;1 hidnyaban sokkal kisebb
és kevesebb, a kontrollhoz képest csak 10% sejtet tartalmazé, de életképes névényi
embridkat kaptak. A CDKA;1 funkcié nélkil ugyanakkor nem fejlédik ki gyokér, és
steril virdgok jonnek létre. A cdka;1 mutdnst a CDKB kindzokkal részlegesen komple-
mentdlni lehet, ami arra utal, hogy van némi funkcionalis atfedés a két eltéré nové-
nyi CDK kindz kozott. A CDKB1 kindzok elsédleges szerepe a sejtciklus M-fazisdhoz
kothetd, és a cdkbl funkcid hidnydban a zarésejtek kialakuldsdban szerepet jatszé me-
risztematikus sejtek osztédasa séril (Boudolf et al. 2004). A CDKB2 kindzok szerepe
a hajtadsmerisztéma kialakuldsidban van (Andersen et al. 2008).

A novényekkel szemben az allati CDK1 kinéz (az éleszt6 cdc2 gén funkciondlis ho-
moldgja) féleg a G2-M atmenetet szabalyozza, mig a G1-S dtmenetben az un. inter-
fazis CDK molekuldk (CDK2,4,6) szerepére van sziikség (3. abra). Az interfazis CDK
kinazok szerepe azonban nem nélkilozhetetlen; nemrégiben olyan cdk2,4,6 mutans,
un. knock out egereket hoztak létre, amelyeknél a korai embrionalis fejlédés furcsa-
moéd nem gétlédott, feltételezve, hogy egyetlen allati CDK-molekula (CDK1) képes
szabélyozni a sejtosztédést, legalabbis a korai, embrionalis fejlédés soran. Hasonlé-
képpen, az interfazis CDK kinadzok ciklinpartnereinek mutaciéja sem gatolta az egér
korai embriondlis fejlédését (harom Ciklin D, két Ciklin E; Sherr és Roberts 2004). Ez
a modell hasonlit az élesztd sejtciklusdhoz, ahol mindéssze egyetlen CDK-molekulara
van szitkség a sejtciklus szabalyozdsahoz. Az éleszté cdc2 (CDK1) kilénbozé ciklin-
molekuldkkal 1ép komplexbe; a feltételezés szerint azonban a ciklinmolekuldk nem-
csak aktivaljak a CDK-enzimet, de a szubsztrat specificitdsat is képesek befolyasolni,
mindségi killonbséget feltételezve az S- és M-fazisu ciklin-CDK komplexek koézott.
Nemrégiben ezt az elméletet kisérletesen is letesztelték: az éleszt6 egyik mitotikus
ciklin génjét (cdc13) egyesitették a cdc2 molekulaval (a kimérat a cdc13 prométere
irdnyitotta), majd mutaciéval inaktivaltdk az egyetlen cdc2 és az 6sszes S- és M-fazisa
éleszt§ ciklin gént, ,magara hagyva” a mesterségesen létrehozott minimalis sejtciklus
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regulatort (Coudreuse és Nurse 2010). Meglepé médon azonban ez az egyetlen cik-
lin-cdc2 kimérafehérje elegendének bizonyult a mutans élesztd sejtciklusfazisainak
hibatlan koordinédlasdhoz. Megallapitottak, hogy a sejtciklus szabalyozisa egyetlen
ciklinmolekuldval aktivalt CDK-enzimmel is lehetséges; ez a CDK-aktivitas a ciklin-
fehérje szintézisének és lebontdsanak koszonhetSen oszcilldl, és a sejtciklusfazisok
helyes sorrendjét a kindz abszolut aktivitidsdnak mértéke biztositja. Az osztédasba lé-
péshez igy még alacsony CDK-aktivitasra van szitkség, amely azonban az M-fazishoz
érve jelent6sen megnd, mig a mitdzisbol torténé kilépéshez a CDK miikodését gatolni
kell (3. 4bra). A korabbi névényi és allati példak arra engednek kovetkeztetni, hogy ez
amodell feltehetben az dllatokra és a novényekre is érvényes. Ugyanakkor mind az 4l-
lati, mind a névényi sejtciklus szabalyozasa sszetett, pusztin az Arabidopsis mintegy
szaz sejtciklus-szabalyozéval rendelkezik, &m érdekes médon az egysziki rizsben csak
feleannyi sejtciklus-reguldtor taldlhatd. Miért jott létre ez a komplexitds, ha a sejtosz-
t6das szabalyozasa egyetlen CDK-ciklin molekulaval is megoldhat4? A véilasz minden
bizonnyal a sejtek magasabb szervezddési szintjeinek — szoveteinek és szerveinek -
kialakuldsdban keresendd, ahol a sejtoszt6das szabélyozasa a fejlédési program ellen-

CDK

CDK1

CiklinB
CDKB1-B2 __,
CiklinB CDK

‘ A CDK2,4,6
‘ 4 ‘ FCiklinE/D/A

- f— CDKA;1
CiklinD/A

3. dbra. Az eukari6ta mitotikus sejtciklus modellje. Az éleszt6 sejtciklus kutatasok alapjan a
sejtosztédas fazisainak helyes sorrendjét egyetlen CDK-molekula képes biztositani. A CDK-
molekula mitkédéséhez elegends egyetlen ciklinmolekula (ciklinB), és a fazisok helyes sorrendjét és
visszafordithatatlansigat a kinazaktivitds er6ssége hatarozza meg. A modellben a CDK aktivitasok
erésségét a CDK bettik mérete jelzi; a G2-fazisban a CDK-aktivitds gatolja az S-fazis ismétl6dését
(Coudreuse és Nurse 2010). Ez az alapmodell feltehetéen igaz az allatokra és a névényekre is.

A magasabb rendi szervezddési szintek — a szervek és szovetek — megjelenésével azonban az allati
és a nvényi sejtosztodas szabalyozasa is uj komponensekkel béviilt. Az allatok esetében a CDK1
a G2/M kontrollpont szabalyozasiban jatszik meghatarozo szerepet, mig a G1/S j, un. interfazis
CDK-kinazok altal szabalyozédik. A névények CDK1 kindza (CDKA;1) ezzel szemben féleg a G1/S
kontrollt szabélyozza, a G2/M kontroll szabalyozisahoz 4j, névényspecifikus CDKB kinazok jottek létre
(CDKB1-B2). Az 4llati és névényi G1/S CDK kinazok f6 szubsztrat fehérjéje a retinoblasztéma (RB),
illetve ennek névényi megfelelGje, a retinoblasztéma-rokon fehérje (retinoblastoma related protein,
RBR; részletesebben az 5. és 10. 4bran)
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6rzése alatt 4ll. Altalanossdgban elmondhaté, hogy egy kifejlett szévetben haromféle
sejttipus taldlhaté: az Gssejtek (sztemsejtek), a progenitor, és a mar differencialt sej-
tek (Burkhart és Sage 2008). A transzkripcionalis szabélyozas meghatdrozé szerepet
jatszik ezeknek a sejtallapotoknak a kialakitasdban. A megujuldsra képes Gssejtekben
gatlédik a differencidlédasi program, de csak ritkan osztédnak, altalaban nyugalmi
allapot jellemzi 6ket. A progenitor sejtek mar elveszitették meguajulasi képességiiket,
de még aktivan oszt6do6 sejtek, amelyek bizonyos szigndlok hatdséra kilépnek az osz-
t6dasbdl és terminalisan differencidlédnak. A differencialt sejtek sem oszt6édni, sem
megtjulni nem képesek. Hasonl6 sejttipusok alkotjdk a névények szoveteit is. Az mar
régéta tudott, hogy a differencidlt névényi sejtek bizonyos szignédlok hatdsara nem-
csak az osztddasi, de a meguajuldsi képességuket is visszanyerhetik, példaul a szomati-
kus embriogenezisnél (Dudits et al. 1991). A legtjabb allati eredmények alapjan bizo-
nyos transzkripciés faktorok hatdsara a differencialt 4llati sejtek is képesek megtjulni
és osztddni (Scheres 2007).

Mi szabalyozza ezeket a kiilonb6zé sejtallapotokat? Mennyire hasonlé és mennyi-
ben eltéré szabélyozasi mechanizmusok vesznek részt az allatokban és a novények-
ben ezeknek az allapotoknak a kialakitdsaban? Ezekre a kérdésekre nem igazan is-
merjik a valaszt. Rdadasul, a névények helyhez kétott életmaédjanak koszonhetSen
a progenitor sejtek osztéddsit nemcsak a genetikai program, de a koérnyezeti valto-
zasok is szabalyozzak. Eppen ezért nemcsak tudomanyos, de gazdasagi szempontbdl
is fontos lenne megérteni, hogy a kérnyezeti szignalok milyen jelatviteli csatorndkon
keresztil érik el a sejtosztdédas szabalyozasat.

Az osztddasba 1épés szabalyozasa: az E2F-RB szabalyozasi mechanizmusa

A novények novekedése a merisztéma miikodésétdl fiigg: a sejtek osztddasi képes-
ségétél, attdl, hogy mennyit és meddig osztéddnak, majd az osztédasbél valé kilépés
utan mikor kezdenek el differencidlédni. A jelenleg elfogadott modell szerint az osz-
toédasba torténé be- és kilépést egy evolucidsan konzervalédott transzkripcionalis
mechanizmus, az E2F-RB szabalyozza (Inzé és De Veylder 2006; Magyar 2008). Bar a
kezdeti eredmények alapjan az E2F-RB {6 funkci6jaként a sejtosztédés szabélyozasa
lett meghatarozva, a késébbi eredmények kimutattdk, hogy a differencidlédasi és az
apoptotikus (sejthalal) folyamatok szabalyozasaban is szerepet jatszik. A Retinoblasz-
téma (RB) volt az elsé rakos sejtburjanzast gatlé (tumorszupresszor) gén, amelyet
emléssejtekbél izolaltak, mig az E2F (adenovirus E2 promoter binding factor) transz-
kripciés faktort az RB fehérjével komplexet formalé képessége alapjan azonositottdk
(Bagchi et al. 1991; Rowland és Bernards 2006; van den Heuvel és Dyson 2008). Az
E2F faktor emléssejtkultirdban torténd kifejeztetésével a novekedési hormon hia-
nyaban is osztddast lehetett indukalni (Johnson et al. 1993). J6 néhédny évvel késébb
novényi sejtekben is hasonlé eredményt értek el, amikor az egyik Arabidopsis E2F ro-
kon faktort tultermeltetve osztéd4st lehetett aktivalni a névényi névekedési hormon,
az auxin hidnyaban (Magyar et al. 2005; 4. dbra).
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5. abra. A klasszikus E2F-RB modell. Nem o0szt6dé sejtekben az RB az E2F transzkripciés faktorhoz
kotodik, és gatolja az S-fazisu gének aktivalodasat. Mitogén stimulus hatdsira RB-kin4zok (CDK-
Ciklin) aktival6dnak, és az RB-t hiperfoszforildljik. A hiperfoszforilalt RB szabadon engedi az E2F/DP
heterodimért, amely aktivalja az S-fazist géneket. A késéi S-fazis alatt az E2F/DP foszforilal6das altal
elvesziti DNS-kot6 képességét, és az S-fazisu gének kikapcsolédnak

Altaldnossiagban elmondhaté, hogy miel6tt az E2F faktor a DNS-specifikus szek-
vencia elemeihez kétédne, komplexet, in. heterodimért formal a dimerizaciés part-
nerfehérjével (DP), amely hasonlé szerkezet(i, mint maga az E2F (14sd kés6bb). A mo-
dell szerint az E2F aktivélja az osztéddsba lépéshez szitkségesek géneket. A kezdeti,
elsésorban allati eredmények alapjan az RB az E2F negativ szabélyozdja. Nem oszt6dé
sejtekben az RB komplexet formal az E2F faktorral. Az E2F molekuldban az RB-koté-
hely a transzaktivaciés doménben talalhaté, igy az RB kétédése fizikailag gatolja az
E2F miikodését. A novekedési hormonok és mitogének hatdsara az RB inaktivalddik.
Kulcsszerepet jatszanak ebben a folyamatban az RB-kinazok, a specifikus CDK-Ciklin
D komplexek, amelyek az osztédasba lépés soran aktivalédnak (ezek a korabban mar
emlitett interfdzis CDK-enzimek; Sherr és Roberts 1999). Az RB-kinazok hiperfoszfo-
rilaljék az RB fehérjét, amely konformacids véltozas hatdsira szabadon engedi az E2F
heterodimért (E2F/DP). A szabad E2F/DP heterodimér aktivalja a DNS-szintézisben
szerepet jatszo6 géneket (pl. CDC6, ORC, RNR2 stb). Az S-fazisban CDK-Ciklin A kina-
zok aktivalédnak, amelyek gitoljak az E2F/DP DNS-kot6 képességét, ami az S-fazis
specifikus génjeinek kikapcsoldsidhoz vezet (5. dbra).

Gyakorlatilag az 6sszes emberi rdkos megbetegedés kozvetve vagy kozvetleniil
kapcsolatba hozhaté az RB hibas mitkédésével. A kezdeti, un. klasszikus modell vi-
szonylag egyszer(i magyarazatot adott arra, hogyan gatolja az RB a sejtosztédast, és
az RB-funkcié hidnya hogyan okozhat rdkot. A késébbi kutatdsi eredmények azon-
ban sokkal komplexebbé tették ezt a viszonylag egyszert képet. Kiderult, hogy mind
az RB, mind az E2F egy tobb tagbdl all6 csalad része, ahol a killénb6z6 tagok funkci-
6ja eltér egymastdl. A Drosophila (gytimolcslégy) esetében még egy viszonylag egy-
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Sejtosztodas Differencialédas
6. abra. Egy Gj modell: az E2F-RB szabalyozas Drosophildban. A Drosophila aktivator dE2F1

transzkripcids faktora a klasszikus modell szerint mitikodik (5. &bra). A represszor dE2F2 a Drosophila-

gének két csoportjat is gatolja; a nem oszt6doé sejtekben a sejtciklusgéneket (itt kompeticidban 4ll az
aktivitor dE2F1-el), mig az oszt6do sejtekben a differencidlédasi géneket. Ezeket a géneket az RBF1-2
Drosophila RB rokon faktorokkal represszalja. Kimutattak, hogy ezek a komplexek MYB transzkripcids

faktorokat is tartalmaznak, és elnevezték ket DREAM komplexeknek (DP-RBF-E2F2 and MYB).
Hasonlé6 fehérjekomplexeket tisztitottak mas allati modellorganizmusokbdl is (Dimova et al. 2003)

szer(bb helyzet allt el6 (6. abra); itt 6sszesen két E2F (dE2F1 és dE2F2) és egyetlen
DP (dDP) alkotja az E2F-DP csalddot. A két Drosophila E2F funkci6ja egymdstol el-
térd; a dE2F1 egy transzkripcionalis aktivitor, mig a dE2F2 egy transzkripciona-
lis represszor. A dE2F1 hidnyaban lényegesen kisebb légylarvak fejlédnek, amit a
masik dE2F2 mutaciéjaval kompenzilni lehet (Frolov et al. 2001). A nem oszt6dé
sejtekben a represszor dE2F2 a sejtosztdédas elinditasdhoz szitkséges génekhez ko-
tédik, amit a dE2F1 szintet meg, épp amikor az E2F specifikus promoétereken le-
cseréli a represszort. Nem minden Drosophila E2F célgén szabalyozédik azonban
ilyenképpen. Oszt6d6 sejtekben dE2F2- és dRBE- (a Drosophila RB rokonmolekulai)
tartalmu multiprotein komplexeket mutattak ki (Dimova et al. 2003), amelyek nem
a tradiciondlis médon, a hagyomanyos CDK-alapi RB-kindzok altal szabalyoz6dnak
(Frolov et al. 2003). A komplex kialakuldsat gatolva olyan gének aktivalédasat fi-
gyelték meg, amelyek nem a sejtosztédds szabalyozasiban vesznek részt, hanem a
szovetspecifitas kialakitdsdban és a differencidlédasban (Dimova et al. 2003). Eb-
bél arra kovetkeztettek, hogy az oszt6dé sejtekben egy E2F-RB-tartalmu represz-
szorkomplex formalédik, ami gatolja a differencidlédas id6 el6tti bekapcsoldsat. Ezt
a komplexet a benne részt vevé komponensekrél DREAM komplexeknek nevezték el
(DP-RBF-E2F2 and Myb). Hasonl6 &ésszetételdt E2F-RB-tartalmu represszor komp-
lexeket mutattak ki gyakorlatilag az 6sszes éllati modellorganizmusbdl is (laboraté-
riumi féreg, egér és emberi sejtek), ami arra utal, hogy ez a komplex az evolici6 so-
ran konzervalédott (van den Heuvel és Dyson 2008, Sadasivam és DeCaprio 2013).
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A kezdeti eredmények azonban azt mutatjik, hogy ez a komplex a kiillonbozé allati
sejtekben eltérd funkciét tolt be.

Az eml@ssejtekben nyolc E2F transzkripciés faktort azonositottak (E2F1-8), ame-
lyek zome represszorként funkcional (E2F4-8). Ezeknek egy része RB-fuiggs (E2F4-5),
mig egy masik része RB-fiiggetlen médon gatol (E2F6-8). A transzkripciondlis akti-
vator E2F1-3 csaldd tagjainak mutaciéja meglepé médon daganatos megbetegedé-
sek kialakuldsat eredményezte, amit nehéz 6sszeegyeztetni a sejtosztédasban betol-
tott pozitiv szerepiikkel (Rowland és Bernards 2006). Kideriilt, hogy az aktivator E2F
transzkripcids faktorok hidnyidban az apoptotikus/sejthalél folyamatok sériilnek, ami
bizonyos mutacidk taléléséhez, és igy tumor kialakuldsdhoz vezet. Kimutattdk azt is,
hogy az aktivator és represszor E2F funkcidk a sejttipustdl fiiggéen viltozhatnak: az
E2F1-3 bizonyos sejtekben (pl. az embriondlis fibroblaszt sejtekben) aktiviatorként,
mig mas sejtekben (a gyomorvékonybél vagy a retina sejtjeiben) represszorként funk-
cional, és meghatarozo szerepet jatszik a differencidlédasi program aktivdlédasaban
(Danielian et al. 2008; Infante et al. 2008; Tsai et al. 2008; Chen et al. 2009; Chong
et al. 2009; Wenzel et al. 2011). Az E2F aktivator és represszor funkciéja az RB jelen-
lététol fugg; az E2F aktivan részt vehet az RB &ltal iranyitott repressziéban. Az RB
ezzel egy id6ben nemcsak az RB-t a specifikus célgénhez vivé E2F fehérjéhez, hanem
olyan enzimekhez is képes kétédni, amelyek megvaltoztatjék a kromatin szerkezetét.
Ezek az an. kromatin remodelling enzimek, ilyen példaul a hiszton deacetilaz, réviden
HDAUC, a hiszton metil-transzferaz, a SUV39H1, a DNS-metil-transzferdz, a DNMT1
és a heterochromatin protein 1, vagyis a HP1 (Burkhart és Sage 2008).

Az E2F-faktorok az S-fizistu gének szabélyozasa mellett a G2-M kontrollpontban
szerepet jatsz6 gének miikodését is szabalyozzak, és a DNS-javitdsi folyamatokban
részt vevd gének mellett a mitézisban szerepet jatszé géneket is, példdul a mitoti-
kus ciklinB1-et, a mitotikus checkpoint reguldtor MAD2-t vagy a Drosophila CDC25
foszfatazt, amely a mitotikus CDK1 aktivatora. A tumorsejtekre jellemz6 a kromo-
széma-rendellenességek gyakori elé6forduldsa, a kromoszémavesztés (aneuploidi-
tas) vagy a tébb kromoszéma (poliploiditas). Gyakori kérdés azonban, hogy melyik
volt elébb, a kromoszéma-rendellenesség vagy a tumorsejt. A legijabb eredmények
alapjan az éllati RB és az RB-rokon fehérjék, amelybdl az emléssejtekben tovabbi
ketté talalhat6 (a p107 és a p130), fontos szerepet jatszanak a kromoszémak kon-
denziciéjaban, a mitotikus kromoszomak kozti kohézié kialakitdsidban, valamint a
centromerek normalis mikoédésében is (Sage és Straight 2010). Ezeknek a folyama-
toknak az ellenérzése részben transzkripciondlis szabalyozas révén torténik. Ennek
megfeleléen az E2F-RB szamos olyan gén miikodését is szabalyozza, amely a kro-
matin szerkezetét médositja (ilyen példaul a hiszton H4 Lys 20 metiliciéjaért fe-
lel6s SUV4-20H1 metiltranszferdz). Ezeknek a géneknek a hibas mitkédése tehetd
felel6ssé a kromoszéma-rendellenességek kialakuldsaért. Ezzel 6sszhangban, az RB
hidnyiban a tumorsejtekhez hasonlé mértéki kromoszéma-rendellenességet figyel-
tek meg. Fontos megemliteni, hogy az RB kézvetlenil is kélcsénhatdsban all szédmos,
a kromatin szerkezetét befolydsolé fehérjével (pl. SUV4-20H1), DNS-javité enzim-
mel (BRCA1), sét a kondenzinkomplexek komponenseivel is. Mindez felveti annak
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lehetéségét, hogy az RB a kromoszémak szegregaciéjat kozvetlenil szabélyozza. Az
RB-funkcié tehat a G1-S szabdalyozas mellett fontos szerepet jatszik a G2-M kontroll-
pont szabalyozasaban is. Az RB hidnydban a nyugvé sejtekben aktivil4dik a sejtosz-
todas, és ezekben a sejtekben olyan kromoszéma-rendellenességek alakulnak ki, ami
a tumor kialakuldsidnak valésidgos melegagya (Sage és Straight, 2010). Az RB-fehérje
az emlGssejtekben tébb mint szaz killonbozé fehérjével képes kolecsénhatasba ke-
rillni. Bar az E2F fontos szerepet jatszik az RB altal iranyitott eseményekben, a kol-
csonhaté fehérjék szdma alapjan az RB-molekuldnak minden bizonnyal E2F-fiigget-
len szabélyozé szerepe is van. Rdadasul az RB-fehérjérsl kimutattak, hogy nemcsak
transzkripciondlis, de poszttranszlicids eseményeket is képes szabélyozni. Az RB
kolcsonhaté partnerei kozott a fehérjelebontdsban szerepet jatszé komponense-
ket is kimutattak, ilyen példaul az APC (Anaphase Promoting Complex) és az SKP2
(S-phase Kinase Associated Protein 2). Az RB stimulédlja az SKP2 degradicidjat, és
ennek koszonhetéen megné a p27(Kipl) allati CDK inhibitor stabilitdsa, amely ga-
tolja az interfizis CDK-Ciklin E komplex miikodését (Binné et al. 2007; Ji et al.
2004). Az RB a sejtosztddas gatlasa mellett a differencidlédési folyamatokat is képes
aktivilni. Az izomszovetben az RB kélcsénhatasban 4ll a MyoD transzkripcids fak-
torral, amely fontos szerepet jitszik az izomsejtek differencidléddsdban (Gutzat et
al. 2012). Az RB gétolja az Eid1 gént, amely az izomdifferenciil6das gatlé faktora, és
ennek koszoénhetSen aktivdlddik a p300 hiszton acetil-transzferdz, amely stimulalja
a MyoD gén miikodését.

Az E2F-RB szabdlyozasi mechanizmus meglepden jol konzervilédott a névé-
nyekben is, az egysejtes z6ld algaktdl kezdve egészen a magasabb rendd noévényekig
E2F- és RB-rokon géneket mutattak ki (Inze és De Veylder 2006; Lendvai et al. 2007;
Gutzat et al. 2012). Az egysejtes, fotoszintézisre képes z6ld alga (Chlamydomonas rein-
hardtii) egyetlen RB/MAT3, E2F- és DP-rokon molekuldval rendelkezik (Bisova et al.
2005). Erdekes, ahogy az alga E2F-RB szabalyozasi mechanizmusa az algasejtek osz-
toddasi méretét szabalyozza: az RB/MAT3 funkciéjanak hidnyaban az algidk sokkal ki-
lehet (Fang et al. 2006; Umen és Goodenough 2001). Kivételesen a sejtosztodasi gé-
nek expressziéja nem valtozott lényegesen a mat3/e2f1/dp1 mutans sejtvonalakban,
rdaddsul a foszforildlt alga RB fehérje képes volt komplexbe lépni az E2F-fel. Ez a
komplex az osztddé algasejtekben is képes a DNS-hez kétédni. A mat3 muténs sej-
tek méretét ugyanakkor a transzkripcié gitlasdval nem lehetett helyredllitani, ezért
feltételezik, hogy az RB-E2F szabalyozasi mechanizmus nem a transzkripcionalis sza-
balyozdson keresztiil regulalja az algasejtek méretét. Nem minden &llati RB-E2F vesz
részt a sejtosztédas szabdlyozdsdban. A laboratériumi féreg (Caenohabditis elegans)
egyetlen RB-, E2F- és DP-rokon molekulaval bir, és a féreg RB-E2F mechanizmusa a
fejlédési gének miikodését szabélyozza (van den Heuvel és Dyson 2008).

Az Arabidopsis genomszekvencidjanak ismeretében minden negyedik gén szaba-
lyozédhat az E2F transzkripcids faktorok altal (Vandepoele et al. 2005). Ez a szam
joval meghaladja az eml6s E2F célgének ardnyat (2%), és arra utal, hogy az E2F
transzkripcids faktorok a sejtosztdédas mellett a novényi életméd mas folyamataiba
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is beleszélhatnak. Az Arabidopsis egyetlen RB-rokon fehérjével (RBR), hat E2F mole-
kulaval és két DP (DPA-B) faktorral rendelkezik (Magyar et al. 2000). Az RBR harom
E2F transzkripciés faktorral képes komplexet alkotni (E2FA, E2FB és E2FC; Inzé és
De Veylder 2006, Magyar 2008; 7. dbra). Ez a harom Arabidopsis E2F transzkripcids
faktor hasonlit a legjobban az allati E2F1-5-rokon fehérjékhez, amelyek konzervals-
dott DNS-kété doménnel rendelkeznek, a dimerizaciés doménen keresztiil DP fehér-
jékhez kapcsolédnak, valamint miikédé transzaktivaciés és RBR-koté doménjiik is
van. A hirom masik Arabidopsis E2F (DEL1-3; DP-E2F-szerti fehérje) csak a DNS-koté
doménben mutat hasonlésagot az E2F faktorokkal, ebbdl azonban mindjart kettd is
taldlhat6 benniik, méghozza tandem poziciéban (7. ébra). A DEL transzkripcids regu-
latorok nem képesek sem transzaktivalni, sem pedig az RBR-rel kélcsonhatni. A DEL
fehérjék ugyanakkor ugyanazokhoz a célgénekhez kétédhetnek, mint az E2F és az
E2F-RBR komplexek, ezért feltételezhetéen mind az aktivator, mind a represszor E2F

E2FA [ I L=
E2F | E2FB [T 1 L7
E2FC T/ L W=
DPA T 1

DP

*k *hkK

ppB [ TR |

*k *

DEL1/E2FE | ] | 1 ] ]

DEL DEL2/E2FD L1 1 | ] ]

DEL3/E2FF (I 1 1 | |

D DNS-kité domén E RBR-kot6 régio
- Dimerizaciés domén * CDK foszforilaciés hely
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7. abra. Az Arabidopsis E2F és DP rokon fehérjék szerkezete. Hirom E2F (E2FA, E2FB, E2FC)
rendelkezik a klasszikus E2F molekulakra jellemz6 minden szerkezeti adottsaggal. Két DP (DPA
és DPB) képes ezekkel az E2F faktorokkal dimért formélni. Hirom masik Arabidopsis E2F csak
tavoli rokonsagban all a tobbiekkel, ezeket DEL-nek nevezték el (DP-E2F-Like). Csillag jelzi a CDK
foszforilaciés helyeket (Magyar 2008)
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komplexek természetes kompetitorai lehetnek. Az eddigi adatok alapjan azonban a
DEL funkcié nem a sejtosztddds szabélyozasidban vesz részt, sokkal inkdbb a sejtmeg-
nyulds és az endociklus regulaciéjdban (Magyar 2008). Bér ezeket a regulatorokat
elészor novényekbol mutattak ki, késébb allati sejtekben is beazonositottdk sket (az
emléssejtekben az E2F7 és az E2F8). A szerepiik azonban eltér a névényekben és az
allatokban. Az Arabidopsis DEL1 gétolja az endociklust, mig az emlés E2F7 és E2E8
stimulédlja (Vlieghe et al. 2005; Chen et al. 2012).

A harom tradicionalis Arabidopsis E2F faktor szerepe ugyanakkor a sejtosztédas
szabélyozasidhoz és a merisztematikus funkciék kontrollalasahoz kapcsolhaté. Funk-
ciondlis jellemzésiik alapjan teljességgel kulonb6z6 a szerepiik. Az E2FA/DPA hetero-
dimer taltermeltetése a sejtosztddast és az endociklust is aktivélta (De Veylder et al.
2002; Kosugi és Ohashi 2003), mig az E2FB/DPA tultermeltetése csak a mitézist sti-
mulalta, 4m az endociklust gatolta. Az E2FC és az E2FB szerepe ellentétes; az E2FC
expresszidjanak az emelése az endociklust, mig csékkenése a mitotikus sejtciklust ak-
tivilta (del Pozo et al. 2002; 2006). Keveset tudunk azonban e két antagonista E2F
transzkripciés faktor célgénjeirdl. A mitotikus ciklin B1;1 lehet az egyik kozos célgén,
amelynek az expresszi6jat mindkét E2F befolyasolhatja, bar egymassal ellentétesen
(del Pozo et al. 2006; Sozzani et al. 2006). A CYCB1;1 gén ugyan nem rendelkezik
E2F-koté szekvencidval, de az E2FC hidnyaban az 6sszes gén kozil a legjelent6sebb
aktivaciét mutatta (del Pozo 2006). A CYCB1;1 indukcidjat csak kifejlett levelekben
figyelték meg, ami alapjan feltételezik, hogy az E2FC differencialt levélsejtekben ga-
tolja a sejtosztodast. Alevélsejtek differencidléddsa soran a mitotikus sejtciklus endo-
ciklussd alakul at. Az E2FC funkcié hidnydban a levelek ploidiaszintje csékkent, ami
az endociklus géitlasara utal. A Drosophila embridfejlédése soradn a mitotikus ciklin
B1 és B3 gének a mitézisbdl az endociklusba térténd dtmenetben represszilédnak
(Edgar és Orr-Weaver 2001). Ezzel 6sszhangban, az Arabidopsis levélszérsejtjeiben, az
un. trichomaékban, a ciklin B1;2 kifejeztetésével az endociklus mitotikus sejtciklussa
konvertalhat6 (Schnittger et al. 2002). Az E2FC azonban nemcsak gatolni, hanem
aktivélni is képes (de Jager et al. 2009). Meglepetésre azonban a fotomorfogenezis-
ben, a fényszignalban és a kloroplasztiszok miikédésében szerepet jatszé gének ak-
tivilodasat figyelték meg az E2FC-t tultermel6 névényekben (pl. HYH, CCA1, Chlo-
rophyll A-B binding protein — de Jager et al. 2009). Erdekes médon a fény az E2FC
és az E2FB fehérjék mennyiségére ellentétesen hat: sotétben az E2FC, mig fényben
az E2FB fehérjék koncentraciéja né6 meg (Lopez-Juez et al. 2008). A fény az ubiqui-
tin-SCF degradacids rendszeren keresztiil stimulalja az E2FC fehérje lebontasat (del
Pozo et al. 2002). Fény jelenlétében aktivalédnak a merisztematikus folyamatok, mig
a fény hianyiban a sejtmegnyulas és az endociklus stimulalédik (Lopez-Juez et al.
2008). A fénytdl fiiggé médon az E2FC és az E2FB ellentétesen szabélyozza a DEL1
mikodését. A DEL1 taltermeltetése gatolja, mig hidnya serkenti az endociklust (V1i-
eghe et al. 2005). Kimutattdk, hogy a DEL1 szabélyozza azoknak a Ccs52A géneknek a
kifejez6dését, amelyek a mitotikus ciklinek lebontdséért felelés Anaphase Promoting
Complex (APC) aktivatorai (Lammens et al. 2008). Fény jelenlétében az E2FB kotédik
a DEL1 gén prométerében taldlhat6 konszenzus E2F szekvenciaelemhez, és aktivalja
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a DEL1 mtikodését. Sotétben az E2FB destabilizalédik, mig az E2EC fehérje mennyi-
sége megnd, és ez a DEL1 kifejez6dését meggitolja (Berckmans et al. 2011).

Az auxin a dézisatdl fuggben sejtosztddast és sejtmegnyilast is képes indukalni: a
magas auxinkoncentracié jelenlétében sejtosztodds, mig alacsony koncentricid esetén
sejtmegnyulds észlelhetd. Az auxin az E2FC fehérjét destabilizalja, mig az E2FB fehér-
jét megerésiti. Ezzel 6sszhangban az E2FB/DPA heterodimer tiltermeltetése auxin
hianyéban is sejtosztédést képes stimuldlni (Magyar et al. 2005; 4. dbra). Mindezek
alapjan feltételezhetd, hogy ennek a két antagonisztikus E2F transzkripciés faktor-
nak a miikodése fontos szerepet jatszik a névényi merisztéma miikodésében, a sejt-
osztddas és az endociklus kozti egyensuly kialakitdsdban.

Az E2FB tdltermeltetése aktivalja a mitotikus CYCB1;1 és CDKB1;1 géneket
(Sozzani et al. 2006; Magyar et al. 2005; Henriques et al. 2013). Az E2FB tehat nem-
csak a G1-S, hanem a G2-M tranziciés pont szabalyozdsaban is fontos szerepet jat-
szik. Ezzel 6sszehangolva az Arabidopsis E2FB/DPA heterodimer tultermeltetésével
a sejtek gyorsabban osztédnak, mert mind a G1-, mind pedig a G2-fazisok hossza le-
rovidial (Magyar et al. 2005). Ezek a transzgenikus sejtek ugyanakkor sokkal kisebb
sejtmérettel 1épnek be az osztdédasi ciklusba (Magyar et al. 2005). A sejtosztédas ak-
tivaciéjat fedezhettik fel azokban a transzgenikus Arabidopsis levelekben is, ahol a
sajat expressziés doménjében fokoztak az E2FB kifejezédését (8. dbra). Az extra sejt-
osztédasok ellenére a kifejlett levelek kisebbre nének. Ez a jelenség eltér azokétdl a
transzgenikus névényekétdl (pl. ANT, EBP1), ahol a sejtosztédas fokozasaval a nové-
nyi szervek méretét is névelni lehet. Hogyan gitolhatja az E2FB a sejtmegnyulast?
Nemrégiben mutattdk ki, hogy az Arabidopsis S6K1 (riboszémas S6 kinaz), amely
egy evoluciésan konzervalédott, sejtméretet szabdlyozé molekula, a novényekben az
E2FB funkciéjaval ellentétes szerepet jatszik (Henriques et al. 2010; 2013). Az S6K1
fehérje stimulélja az RBR és az E2FB kolcsonhatdsat (gitolva ezzel az E2FB transz-
aktivacids képességét), és egy ismeretlen mechanizmus révén destabilizalja az E2FB
fehérjét. Hasonl6képpen, az E2FB is gatolja az S6K fehérje stabilitasat és aktivitdsat
is, feltételezve, hogy az E2FB az S6K funkcidjanak gitlasan keresztil represszalja a
sejtek megnyulasat.

Az E2FA funkciondlis jellemzése alapjan aktivator és represszor E2F is lehet. Az
E2FA/DPA tultermeltetése dramai mértékben gatolta a transzgenikus Arabidopsis no-
vények fejlédését és novekedését (De Veylder et al. 2002). Bizonyos szévetekben a sejt-
osztédas, mig mashol az endociklus hiperaktival6dasat lehetett tapasztalni. Az E2FA/
DPA novények expressziés vizsgédlatai alapjan nemcsak a DNS-szintézisben szerepet
jatszo gének (pl. CDC6, ORC1, MCM3, RNRII), hanem a G2-M-fazisok szabélyozasa-
ban részt vevé regulatorok (pl. CDKB1;1) aktividl6dasat is meg lehet figyelni. A gén-
csendesités modszerével csokkentették az E2FA kifejez6dését, aminek koszonhetben
mind a mitézis, mind az endociklus aktivitdsa csokkent, megerésitve az E2FA kettds
funkciéjat (Magyar et al. 2012). Rdadasul, a levelek ploidiaszintje jelent6sen redukal -
dott az E2FA-RNS interferenciavonalak leveleiben. Hogyan aktivalhatja az E2FA eze-
ket az egymadssal ellentétes eseményeket? Az E2FA milyen tulajdonsaga teszi képessé
arra, hogy ugyanazon a széveten belil az egyik sejtben még mitézist, mig a mdasikban
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mar endociklust aktivdljon? A legijabb eredmények meghokkentd vélasszal szolgal-
tak. Kimutattak, hogy az RBR o0szt6dé sejtekben képes az E2FA fehérjéhez kot6dni,
ami az aktiv RBR-kindzok jelenléte miatt hihetetlennek ttint. Ennek a komplexnek a
kialakuldsa azonban a ciklin D3;1-et, a névényi RBR-kindz szabalyozé ciklin alegysé-
gét taltermeld novényben sem gatlédott. Ugyanitt az E2FB-RBR komplex jelenlétét
viszont nem lehetett kimutatni. Egy deléciés E2FA muténs tultermeltetésével gatolni
lehetett az E2FA-RBR komplex kialakuldsat, ami az endociklus hiperaktiviciéjahoz
vezetett. Feltételezése szerint az E2FA-RBR olyan represszorkomplexet formal, amely
0sztddé sejtekben gitolja az endociklus aktivalédasiban szerepet jatszé géneket, pél-
ddul a Ccs52A1-2, APC-aktivatorokat. Ennek megfelel6en az RBR kétésben mutans
E2FA (E2FABR) novényekben a Ccs52A gének aktivalédtak. Egy egyelére még nem
tisztazott mechanizmus hatdsdra az E2FA-RBR komplex destabiliz4dlédik, és az E2FA
komplexbdl kilépve aktivalja az endociklust.

10. abra. A névényi E2F-RBR modell. A retinoblasztéma (RBR) fehérje a tdpanyag (cukor) jelenlététsl
fuggden foszforilalédik; cukor hidnyaban a CDK inhibitor fehérje a KRP2 (Kip-related protein 2) gatolja
az RBR-kindzt (CDKA;1), mig a cukor stimulélja a ciklinD3;1 (CYCD3;1) kifejezddését, és ez aktivalja az

RBR1 foszforilacidjat. Az E2FB felszabadul az RBR gatlas aldl, és aktivalja a sejtek osztodasba lépését.

Az auxin és a fény ellentétesen szabélyozza az aktivator E2FB és a represszor E2FC fehérjeszinteket.
Szemben az E2FB-vel, az E2FA cukor jelenlétében lép komplexbe az RBR1 fehérjével. Ez a represszor
komplex gatolja azokat a géneket, amelyek az endociklus bekapcsolasdért felel6sek, egyuttal tehit a
differencialéddsi program aktivalédasat is. Egy még nem felderitett mechanizmus altal az E2FA-RBR1
komplex komponenseire esik szét, és az RBR-t6] mentes szabad E2FA aktivalja az endociklust. A nyilak
aktivaciot, a kalapacsok represszidt, a fehér karok stimulalo, a fekete karok pedig gatlé szignalokat
jeleznek (Magyar et al. 2013)
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Az E2FA és az E2FB fehérjék gyokérmerisztematikus megjelenése az RBR fehér-
jével szovetspecifikus kolcsonhatast feltételez (9. dbra). Az RBR fehérje egyenlete-
sen magas szinten fejezédik ki, szemben a két E2F fehérjével: az E2FA elsGsorban az
oszt6dd, merisztematikus sejtekben, mig az E2FB a posztmitotikus sejtekben detek-
talhaté nagyobb mennyiségben. Ez a modell feltételezi, hogy az Arabidopsis RBR a
kilonbozé E2F transzkripciés faktorokkal komplexben kilénb6zé folyamatokat sza-
bélyoz (10. 4bra). Nem mutatnak ugyanakkor sejtosztédasi és fejlédési rendellenes-
ségeket azok a mutans Arabidopsis névények, amelyekbél hidnyzik az E2FA vagy az
E2FB funkcid. A fentiek alapjan feltételezhetd, hogy az E2FA és az E2FB helyettesi-
teni tudja egymads funkcidjat. Ennek megfeleléen a mindkét E2F-re mutans Arabidop-
sis novény nem életképes.

Hasonl6képpen, az Arabidopsis rbr mutdns sem az, hiszen az RBR dltal irdnyitott
represszié hidnyaban az ivarsejtekben oszt6dasi rendellenességek figyelhet6ek meg
(Ebel et al. 2004). Nemrégiben azt is megfigyelték, hogy az RBR szabdlyozé funkci-
6ra a meiotikus osztédasban is szitkség van (Chen et al. 2011). Az RBR hidnyaban
a homolég kromoszémék kozott nem torténik rekombinacid, és kromoszéma-rend-
ellenességek kialakulasat is fel lehetett fedezni. Az osztédasok hiperaktivaciéjahoz az
vezetett, hogy az RBR-funkciét a vegetativ névekedési fazisban gatoltak (Park et al.
2005; Desvoyes et al. 2006; Borghi et al. 2010). Az RBR tultermeltetése ugyanakkor a
hajtas- és gyokérmerisztémak differencialéddsit okozta (Wildwater et al. 2005; Wyr-
zykowska et al. 2006).

Az RBR szerepére nagy szukség van a sejtciklus G2-M fazisaiban, ugyanis az RBR
expresszidjat csokkentve a levélsejtek G2-M-specifikus gatlasat figyelték meg (Borghi
et al. 2010). Hasonl6 eredményt kaptak Arabidopsis sejtszuszpenzidban is. Ezzel 6ssz-
hangban a novényi RBR funkciéra a korrekt kromoszémaszam fenntartdsihoz is
szikség van, akarcsak az allati sejtek esetében (Henriques et al. 2010; Johnston et
al. 2010).

Kimutattak, hogy az RBR az 6ssejtek mitkodésében is fontos szerepet jitszik. Az
RBR funkcié6 gitldsa novelte az osztédasi aktivitist a gyokér Gssejtrégidjaban, bar a
sejtciklus hossza véltozatlan maradt (Wildwater et al. 2005). Hasonlé hatést lehetett
elérni a Ciklin D, az E2FA/DPA vagy az E2FB/DPA heterodimérek tultermeltetésével
is, ami arra utal, hogy az 8ssejtek osztédasa a klasszikus CyCD/RBR/E2F mechaniz-
mussal szabalyozédik (5. dbra). Az RBR hidnyaban a gyokérmerisztéma-organizator,
a quiescence centre (QGC; 1. dbra) nyugvé kézpont sejtjei is stiriibben és aszimmetriku-
san osztédnak (Cruz-Ramirez et al. 2012). Erdekes médon az RBR a QC sejtek oszté-
dasat nem az E2F faktorok, hanem a Scarecrow (SCR) transzkripcids faktor miikodé-
sén keresztil szabalyozza. Az RBR és az SCR kozotti kolcsonhatdst gatolva a QC sejtek
asszimmetrikus osztédasa kovetkezett be. A QC sejtek osztdddsa a gyokérmerisztéma
integritasat ugyan nem valtoztatta meg, de a DNS-stresszre érzékenyebbé valtak.

Az RBR szerepére szitkség van az embriondlis allapotbdl a vegetativ allapotba tor-
téné dtmenethez is (Gutzat et al. 2012). RBR hidnyaban az Arabidopsis embrié nem
képes vegetativ édllapotba jutni, és az embriondlis levelekben a cukor jelenlétében
kontrollalatlan osztéddsok indukalédnak. Az embriondlis allapotra jellemz6 gének
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(pl. ABI3 és LEC2) expresszi6ja az RBR hidnyaban nem gatlédik. Ezeknek a géneknek
a gitldsdért az evoluciésan konzervalédott polycomb represszor komplexek (PRC)
a felelések. Ezek a PRC komplexek a kromatin szerkezetét képesek befolyasolni. Az
RBR hidnya gatolta az ABI3 gén metildciéjat, és ennek alapjan feltételezhetd, hogy az
RBR és a PRC komplexek egymassal kooperalhatnak (Gutzat et al. 2012).

Az Arabidopsis egyetlen RBR-rokon génnel rendelkezik, mig az egysziktekben két
RBR taldlhat6 (Lendvai et al. 2007). A két egyszikd RBR funkcionalisan eltérhet egy-
mastol; a rizs OsRBR1 els6sorban fiatal, még osztddé levelekben fejezédik ki, mig ki-
fejlett levelekben az OsRBR2 a dominéans rizs RBR.

Az RBR és az E2F kozti kolcsonhatast els6sorban a CDK-alapta RBR kinazok sza-
balyozzak. A legtijabb adatok szerint a CDKA;1 az elsédleges RBR kindz, ugyanis az
Arabidopsisban az rbr mutdciéja helyredllitja a cdka;1 mutdcidja altal okozott rendel-
lenességeket (Nowack et al. 2012). Az asszimmetrikusan oszt6dé gyokéréssejtekben
azonban a CDKB1;1-ciklin D6;1 komplex RBR kindzként képes miikédni (Cruz-Rami-
rez et al. 2012). Nemrégiben azt is kimutattdk, hogy az RBR fehérjét nemcsak CDK ki-
nazok képesek foszforildlni (Popescu et al. 2009; Henriques et al. 2013). A hagyoma-
nyostol eltéré RBR kindzok kiilénboz6 stresszjelatviteli folyamatokban vesznek részt.
A kordbban mar emlitett S6K1 tapanyaghidnyos kérulmények kozott aktivalodik. Az
S6K1 RBR kétésre alkalmas doménnel rendelkezik, és in vitro foszforilalni is képes az
RBR fehérjét. Feltételezik, hogy ez a foszforilaci6 erdsiti az RBR sejtosztédast gatld
aktivitasat (Henriques et al. 2010; 2013). In vitro az MPK kinazok (MPK5 és MPK6)
is képesek az RBR fehérjét foszforilalni (Popescu et al. 2009). Az MPK kinizok evolu-
ciésan konzervalédott enzimek, amelyek szamos stresszhelyzetben aktival6dnak (oz-
motikus, szdrazsdg, mechanikai stb). Az, hogy miképp befolydsoljik ezek a foszforila-
ci6s 1épések az RBR funkciéjit, még nem ismert.
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VI. A szarazsag- és sotiirés szabalyozasa a viragos
novényekben'’

SZABADOS LASZLO

Osszefoglalas

Az utébbi évtizedben a molekularis és genomikai médszerek latvanyos fejlédésének koszonhetéen so-
kat sikeriilt megtudni a névények szarazsag- és sétiirésének szabélyozasarol. Tudjuk, hogy az ilyen ti-
pust abiotikus stresszre adott vilaszokat sok gén és egy komplex jelatviteli rendszer szabélyozza, amely
kulonb6z6 molekularis szenzorokat, jelatvitelben résztvevs fehérje kinazokat, foszfatizokat, transz-
kripciét szabalyozé faktorokat foglal magaban. A rendelkezésiinkre all6 informéci6 ellenére még nem
sikertilt teljesen megismerni a jelatviteli mechanizmusok kozotti kapcsolatokat. Jelenleg a legtobb infor-
maci6 az Arabidopsisthaliana modellnévényen &ll rendelkezésiinkre, de a stressztiiréskutatasaban egyre
nagyobb szerepet kapnak a szarazsagtiird, xerofita, illetve a sétiir8, halofita fajok is. A stressztlré és -ér-
zékeny fajok molekuldris és genomszintii dsszehasonlitdsa az alkalmazkodoképesség szabalyozasanak
jobb megértéséhez vezethet. Mivel a szarazsag és a szikes talajok elterjedése el6relathatéan fokozodik
az elkdvetkezd évtizedben, a termesztett novények ellenall6 képességének javitasa tovabbra is kiemelt
fontossag marad a névénynemesitk szamara. A korszeri nemesitési, agro-biotechnoldégiai médszerek

alkalmazasahoz viszont elengedhetetlen a tolerancia szabalyozasanak molekuldris szint{ ismerete.

Summary

Developments in molecular and genomic methods in the last decade significantly improved our under-
standing in the regulation of plant responses to environmental constraints such as drought and soil sa-
linity. Tolerance to such stresses is controlled by many genes, regulating a multicomponent signal trans-
duction system composed of interacting pathways, which includes molecular sensors, signaling protein
kinases and phosphatases and a vast array of transcription factors, each controlling the expression of nu-
merous genes. Despite these efforts, numerous aspects of stress responses are not yet known. Although
most of the relevant information on stress responses have been generated on the model plant Arabidop-
sis thaliana, more and more data are published on other plants, including crops and extremophyle plants
such as xerophytesand halophytes with high drought and salt tolerance, respectively. Comparison of
extremophyle species and their non-tolerant relatives on a genomic scale can lead to breakthrough in
understanding genetic and molecular bases of stress tolerance. As water scarcity and soil salinity is pre-
dicted to extend during the next decade, improvement of salt and drought tolerance of leading crops re-
mains aprincipal concern for breeders. Use of modern breeding technologies will however require knowl-
edge on the regulation of stress responses on molecular scale.

* Ez a munka az Orszagos Kutatédsi Alap (K-81765) és az IPA Cross-border Cooperation Program

(HUSRB/1002/214/036) tamogatasaval jott létre.
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Bevezetés

A fizikai kérnyezet alapvet6en meghatarozza a névények novekedését, elterjedését.
Minden névényfaj valamilyen szinten alkalmazkodott egy bizonyos kornyezethez,
ami lehet6vé teszi, hogy névekedjen, szaporodjon. Vannak olyan kérnyezeti feltéte-
lek, amelyek a novények nagy részének mar nem megfeleléek, ugyanakkor bizonyos
noévényfajok meg tudnak élni a masok szdmara extrém koérilmények kozott. A viz az
egyik legfontosabb kérnyezeti tényezs, amely a novények elterjedését meghatarozza.
Vizhidny olyan élShelyeken 1ép fel, ahol kevés a csapadék, vagy a talaj magas sétar-
talma korlatozza a vizfelvételt. A viz hidnya ozmotikus stresszhez vezet, és ez a n6vé-
nyek novekedését, életképességét alapvetSen befolydsolja. A szdrazsagtiir§ vagy xero-
fita névények képesek az aszalyos id6szakokat dtvészelni, extrém esetekben minimdlis
vizelldtottsagu, sivatagos korilmények kozott is megélni. A sétiird vagy halofita névé-
nyek olyan szikes kérnyezetben is megélnek, ahol a talaj sétartalma tul magas a meg-
felel6 szintid alkalmazkoddképességgel nem rendelkezd, glikofita novények szamara.

Az extrém kornyezethez valé alkalmazkoddas szabalyozasa egy izgalmas, mind-
mdig hidnyosan ismert tudomanyteriilet, amely az utébbi években a névénybiols-
giai kutatasok egyik legfontosabb tertletévé valt. A helyhez kotott névényeknek az
alkalmazkodas jelenti az egyetlen tulélési lehetéséget, a homeosztazis fenntartasa-
nak érdekében a fejlédési, élettani és molekularis folyamatok alland¢ kiigazitasara,
moédositdsara van sziikség. A kornyezethez valé alkalmazkodas kulcsa egy flexibilis,
tobbkomponensi szabélyozasi rendszer, amely magiban foglalja a kalsé hatdsok ér-
zékelését, a jelek tovabbitasat, médositasat, a génexpressziés valtozasok koordina-
lasat, az enzimatikus aktivitasok, a sejtek, szovetek kozoti transzport vagy meta-
bolikus folyamatok megfelel6 kiigazitasat. A szdraz vagy szikes kornyezethez valé
alkalmazkodas képességét szamos gén szabdlyozza, ezek a gének tébbnyire kismér-
tékben, de nem egyformdn befolydsoljak a stressztiirést. A szabalyozé funkciéval ren-
delkezé gének, mint példaul a szenzorfehérjék, protein kindzok vagy transzkripcids
faktorok szamos mas gén miitkodését ellendrzik, ezért ezek befolydsa nagyobb a sza-
razsig- vagy sotlirés képességére, mint a mds védekezési folyamatokban részt vevé
gének hatdsa. Ezért a stresszvalasz szabalyozdsiban részt vevé gének mitkodésének,
kolcsonhatasainak megismerése a s6- és szarazsagtiirés megértésének egyik legfon-
tosabb, legizgalmasabb feladata.

Az ozmotikus stressz érzékelése

A kilonbozo stresszhatasok érzékelése a kornyezettel torténd kolcséonhatas elsé 1é-
pése. A szenzorok &ltal generilt jelek tovabbitdsat, feldolgozdsat, a megfelel6 mole-
kuldris és élettani valaszok létrehozasat egy komplex szabalyozasi rendszer ellenérzi,
amit az 1. dbra mutat be vazlatosan.

A magas s6koncentraci6 vagy a vizhidny hasonlé ozmotikus stresszt okoz. A szaraz-
sag soran fellép6 ozmotikus nyomds valtozasat Arabidopsisban elsésorban az ATHK1
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1. dbra. A stressztiirést szabélyozo legfontosabb jelatviteli itvonalak. A kornyezeti hatasok
tobb, egymassal parhuzamos, illetve egymassal kolcsonhaté jelatviteli utat aktivalnak, amelyek
meghatarozott géncsoport expresszidjat szabalyozzak. Az abra bal oldaldn a jelatvitel vazlatos sémaja
lathato. A jobb oldal a fontosabb ismert jelatviteli utakat és a koztiik 1év6 kapcsolatrendszert mutatja
be vazlatosan. A hormonok koril az abszcizinsav (ABA) ltal szabalyozott jelatviteli ut kozponti
szerepet tolt be a szarazsag- és sostressz altal indukalt gének aktivalasaban. Legfontosabb az ABF
transzkripciés faktorok altal ellenérzott jelatvitel, de fontos szerepe van a MYC/MYB, illetve az ZFHD/
NAC faktoroknak is. A stresszjelek kozvetitését ABA-t6l fiiggetlen szabalyozasi utak is befolyasoljék a
HSF, ZAT, NAC, DREB1 és DREB2 transzkripcids faktorokon keresztiil. A reaktiv oxigénfajtak (ROS)
minden kérnyezeti stressz sordn keletkeznek, és ZAT, HSE, ERF tipust transzkripciés faktorokon
keresztiil szabalyozzak a célgének miikodését.

(forras: Chinnusamy et al. 2004; Nakashima et al. 2009; Pucciariello et al. 2012)

hisztidin kinaz érzékeli (Urao et al. 1999). A hisztidin kindzok kozé tartozé ATHK1
ozmoszenzor hasonlit az éleszté SLN1 szenzorhoz, ami a HOG1 (high-osmolarity
glycerol response 1) MAP kinaz jelatviteli rendszeren keresztil az ozmoprotektiv gli-
cerin bioszintézisét indukalja (Posas et al. 1996). Az ATHK1 a mag érése soran kiala-
kul6 dehidrataci6 szabalyozasaban is részt vesz, vagyis fejlédésbioldgiai szerepe is van
(Wohlbach et al. 2008). Alternativ ozmoszenzorként mitkédik az Arabidopsis CRE1
(cytokinin response 1) hisztidin kindz, amely a SLN1-hez hasonléan szintén az ozmo-
tikus stressz érzékelésében vesz részt (Reiser et al. 2003). Mikrochip transzkript ana-
lizis bizonyitotta, hogy az ATHKI szamos stresszindukalt gén, koztiuk tébb transzk-
ripciés faktor (pl. ABF2, DREB2A, ANAC) expresszidjat szabédlyozza. Az ATHK1 &ltal
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szabalyozott gének kozott egyarant talalhatok ABA-fuggs és -fuggetlen indukciét
mutaté faktorok, vagyis ez a szenzor mindkét jelatviteli utat ellenérzi (Tran et al.
2007). Az athkl mutans érzékenyebb a szdrazsigra, ozmotikus és séstresszre, ami
arra utal, hogy a gén fontos szerepet tolt be az ellendllé képesség kialakitasaban (Tran
et al. 2007). Ujabb eredmények viszont arra utalnak, hogy az ATHK1 nem az egyediili
ozmoszenzor, mivel a mutansban a prolin- és ABA-szintek nem valtoztak, és a bio-
szintézist szabalyoz6 P5CS1, illetve NCED3 gének expresszidja sem csokkent szamot-
tevéen (Kumar et al. 2012). Az ATHK1 hisztidin kindzhoz hasonlé fehérjék mas no-
vényfajokban is megtaldlhaték. A rizs OsHK3b és az ATHK1 nagyfoku hasonlésigot
mutat, mindkettd specidlis foszfotranszfer fehérjével kolcsonhatdsban kapcsolédik a
jelatviteli rendszerhez (Kushwaha et al. 2013).

A séstressz érzékelése egyelére nem ismert, nitriumszenzort eddig nem sikerilt
azonositani. A Salt Overtly Sensitive 1 (SOS1) Na*/H* antiporter bizonyos tulajdon-
sagai (hosszu citoplaszmdba nyulé doménje) arra utalnak, hogy ez a fehérje Na-szen-
zorként is miikodhet (Zhu 2003). A SOS1 szenzor funkcidjit azonban mind ez iddig
nem tudtak egyértelmiien bizonyitani.

A SOS szabalyozasi rendszer

A séérzékenység szempontjibdl az egyik legfontosabb szabélyozasi mechanizmus a
sejtre karos ionok, elsGsorban a Na és Cl felvételét, sejten beliili koncentraciéjat el-
lenérzi. Az ion-homeosztazist elsGsorban a kation/H* antiporter aktivitist mutaté
transzporterek biztositjdk, amelyek a citoplazma és az extracellularis tér, valamint
a kulénbo6zé organellumok kozotti ionegyensuly fenntartasaért is felelések. A HKT
tipusd membran transzportereken keresztiil jut be a Na* ion a citoplazméba, mig a
SOS1, illetve az NHX1 tipust Na*/H* antiporterek a Na* ionok eltavolitdsaért vagy
vakuélumba zarasaért felel6sek (Munns és Tester 2008).

Az Arabidopsis modellnévényben s6érzékeny mutansok (sos) segitségével sikerilt a
Na+ homeosztazis szabdlyozasanak legfontosabb szerepl6it azonositani. A sejtmemb-
ranhoz kapcsol6dé SOS1 Na*/H* antiporter fehérje funkcidja elsésorban a kdros Na+
ionok noévényi sejtekbdl térténd eltavolitsa, illetve szvetek kozotti transzportja (Shi
et al. 2000; Shi et al. 2002). A SOS1 antiporter aktivalasdért a SnRK3 kindzcsoportba
tartoz6 SOS2 kindz felelés, amely kolcsonhatdsban all a SOS1 fehérjével és foszfori-
lalja azt (Gong et al. 2002). A SOS2 kinaz aktivitidsdhoz ugyanakkor elengedhetetlen
a SOS3 kalciumkoté fehérjével vald kolecsonhatds, ami csak magas sékoncentricié je-
lenlétében jon létre (Halfter et al. 2000; Qiu et al. 2002). A SOS2 nem csak a SOS1 fe-
hérjét foszforildlja, de szubsztratjai kozé tartoznak mads, az ionhaztartast befolyasol6
transzporterek vagy mds stresszfehérjék is. Ilyen példaul a CAX1 H*/Ca2* vakuélum
antiporter, amely a kalciumionok koncentraciéjit szabalyozza, és amelyet a SOS2 ak-
tival (Cheng et al. 2004). A sejten beliil az organellumok és a citoplazma kozotti nat-
riumtranszportot a NHX1 Na*/H* antiporter fehérjék biztositjak (Bassil et al. 2012).
A SOS2 kinaz szabalyozza a vakuolaris NHX1 antiportert is: mig a sos2 mutansban a



196 SZABADOS LASZLO

Na*

N
Na*
szenzor \
J \ Citoplazma
PA, ROS Caz
Vakuélum
Na*
Na*

2. abra. A novényi sejt Na+ koncentracidjat szabalyozo rendszer. A még ismeretlen Na+ szenzor
aktivilasanak eredményeként kalcium szabadul fel, ami Ca2* k6t fehérjéken (SOS3, ScaBP) keresztiil
aktivédlja a SOS2 kindzt. A SOS2 foszforildlja és aktivélja a transzmembran SOS1 és NHX1 Na*/H*
antiportereket, amelyek eltdvolitjak a Na* ionokat a citoplazmabdl, illetve gitolja a HKT1 csatorna
mukodését. A SOS1 aktivitdsat alternativ szabalyoz6 mechanizmusok is befolyasoljak, mint példaul a
foszfatidinsav (PA) és a MAP kinaz altal kézvetitett foszforilacié (forras: Zhu 2003; Ji et al. 2013)

NHX1-aktivitds alacsony, a SOS2-tultermelés megemeli a NHX1 aktivitdsat (Qiu et al.
2004). A SOS1 aktivitasit ezenkivill a MPK6 MAP kindz is szabélyozza. A séstressz
megemeli a foszfolipdz D (PLD) aktivitdsat, ami a foszfatidin sav (PA) felhalmozé-
dédsdhoz vezet. A magas PA-szint indukalja a MPK6 kinazt, ami foszforilalja és ez &l-
tal aktivalja a SOS1 transzportert is (Yu et al. 2010). A SOS szabdlyozasi rendszert a
2. dbra mutatja be vazlatosan (Zhu 2003; Ji et al. 2013).

Mig a sos mutdnsok fokozottan érzékenyek a sékezelésre, a SOS1-et vagy a SOS3-at
tultermel6 transzgenikus Arabidopsisra a megemelkedett sétolerancia a jellemz6 (Shi
et al. 2003; Yang et al. 2009). A Na ionok a HKT1 magas affinitast K* traszporteren
keresztiil jutnak be a sejtekbe (Rus et al. 2001). Arabidopsisban az athkt1 mutacié el-
lensilyozza a sos mutansok séérzékenységét, mig az ATHKT1 tultermelése fokozott
s6érzékenységgel jar (Rus et al. 2004).

Ujabb kozlemények bizonyitjak, hogy a transzporterek természetes variabilitdsa
felhasznalhat6 a nemesitési programokban. Fajok kozotti keresztezéssel sikeriilt a
durumbizabdl szarmazé Nax1 és Nax2 nevii HKT1 géneket atvinni a kenyérbuzéba.
A Nax géneket hordozé hibrid buza séfelvétele ezéltal 60%-kal csokkent az eredeti
vonalhoz képest, ami jelentGsen javitotta a sétoleranciat (James et al. 2011). Az ion-
transzporterek tehat fontos szerepet jatszanak a sétolerancia meghatarozasaban, se-
gitségiikkel a haszonnovények ellendllé képessége is javithato.
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A reaktiv oxigén fajtdk (ROS) szabélyoz6 szerepe

A reaktiv oxigén fajtdk (ROS) killonb6z6 kérnyezeti stresszhatdsok sordn szabadul-
nak fel a kloroplasztokban, mitokondriumokban vagy peroxiszémdkban. A leggya-
koribb ROS a szuperoxid, hidrogén-peroxid, hidroxil gyokok vagy szinglet oxigén,
amelyek agressziv oxidacids reakciok révén karositjdk a sejt szerekezetét, a memb-
ranokat, fehérjéket, nukleinsavakat. A stresszhatdsok alatt az oxidativ kdrosodas el-
leni védekezés létfontossagu a névények szamdara. Antioxidansok, mint példaul az
aszkorbinsav és glutation, valamint detoxifikdl6 enzimek, mint a szuperoxid-dizmu-
taz, aszkorbat-peroxidaz vagy kataldz képesek a killonb6z6 reaktiv oxigének semle-
gesitésére (Apel és Hirt 2004). Ujabb eredmények szerint a klasszikus antioxidans
rendszerek mellett az ozmoprotektansként ismert prolin vagy glicin betain felhalmo-
zbdasa is hozzdjarul a ROS karos hatdsainak mérsékléséhez (Hoque et al. 2008; Is-
lam et al. 2009). A séstressznek kitett prolinhidnyos Arabidopsis p5cs1 mutidnsokban
magasabb hidrogén-peroxid-felhalmozddast és stlyosabb lipidperoxidiciét figyeltek
meg (Székely et al. 2008), mig prolin-kezelés vagy -taltermelés képes a szabad gyo-
kok felhalmozo6dasat csokkenteni, ezaltal az oxidativ kirosodast mérsékelni (Hong et
al. 2000; Wang et al. 2009).

A ROS koziil a hidrogén-peroxid szignalmolekulaként is funkcional, fontos sze-
repe van a kulonbozé életfolyamatok szabdalyozasdban, elsésorban a biotikus és
abiotikus stresszhatasok elleni védekezés koordinadladsaban (Foyer és Noctor 2005;
Miller et al. 2010; Suzuki et al. 2012). A peroxid jelek tovabbitisinak mechaniz-
musa még nem teljesen ismert. A ROS jelatviteli mechanizmus egyik ismert eleme
a MAP kinaz kaszkad, amit tébbféle kornyezeti hatas képes aktivalni. Egy minima-
lis MAPK rendszer harom kinazbdl all, amelyek specifikusan egymast foszforilaljik,
és ezaltal aktivaljak: MAP3K, MAP2K és a szerin-treonin kinidzhoz tartoz6 MAPK.
A novényekben minden kindzcsoportot szamos gén kédol, ami egy komplex jelatvi-
teli rendszert hoz létre (Colcombet és Hirt 2008; Doczi et al. 2012). Arabidopsisban
a MPK3, MPK4 és MPKG6 kindzokrdl ismert, hogy részt vesznek a ROS éltal kozveti-
tett stresszjelatvitelben (Colcombet és Hirt 2008). A peroxid jelekre érzékeny MPK3
és MPK6 kindzokat a MKK4 és MKKS5 kinazok (MAP2K) foszforildljak, amelyek pa-
togénekre, nehézfém, ozmotikus és séstresszhatasokra, valamint ABA jelekre rea-
galnak (Droillard et al. 2002; Teige et al. 2004; Liu et al. 2010). A MKK1 és MKK2
(MAP2K) 4ltal foszforildlt MPK4 kindz a hideg-, s6- és ozmotikus hatdsokra rea-
gdl, illetve az ilyen stresszel szembeni ellenallé képességet szabdlyozza (Teige et al.
2004; Pitzschke et al. 2009). A MAP kinazok tobbféle fehérjét foszforildlnak, koz-
tik transzkripcids faktorokat, amelyek szamos célgén expresszidjat szabalyozzak.
A MAPK rendszer eddig megismert célpontjai k6zé tartoznak egyes WRKY, ERF,
HSE, ZAT tipusu transzkripcids faktorok. A hésokk faktorok kézul az Arabidopsis
HSFA2 és HSFA4 faktorrdl bizonyitottak, hogy a MPKS, illetve MPK3 MAP kindzok
foszforildljak 6ket, ezaltal a MAP kindz rendszer célpontjai lehetnek (Evrard et al.
2013; Pérez-Salamé et al. 2014). Mindkét faktor tobbféle stressz elleni tolerancia
szabalyozasiban vesz részt.
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Az abszcizinsav (ABA) altal ellenérzott jelatvitel

A novényekben t6bb hormon is részt vesz a kdros kérnyezeti hatasok elleni védekezés
koordinaldsaban. A szarazsag- és sétilirés szempontjabodl a legfontosabb az abszcizin-
sav (ABA), amely elengedhetetlen komponense az ozmotikus stressz altal kivaltott
jelatviteli rendszereknek. ABA indukdlja a sztémazdrédast, a stressz sordn megfi-
gyelheté génexpresszids véltozdsok nagy részét, de fontos szerepe van tébb, a de-
hidrataciéval kapcsolatos fejlédési folyamat szabalyozdsdban is. ABA szabalyozza az
embriéfejlédés késéi fazisait, a mag érését, a csirdzast, de befolydsolja a virdgzast,
gyokérfejlodést is (Finkelstein 2013). Az ABA-koncentraciét (ami néhany ng lehet
egy g szovetben) a bioszintézis és degradacié kozotti ardny hatdrozza meg, de befo-
lyasolja a transzport, illetve a glitkozid konjugaciéval torténé inaktivacié is. Az ABA
bioszintézis a karotin metabolizmus egy specidlis 4ga, amit ABA-hidnyos mutdnsok
(aba) segitségével deritettek fel az Arabidopsis modellnévényben. A bioszintézis elsé
lépései a kloroplasztban, utdna a citoplazméban térténnek. Az ABA bioszintézis sza-
bélyoz6, meghatarozé 1épése a xanthoxin el6éllitasdért felel6s 9-cis-epoxikarotenoid
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3. abra. Az abszcizinsav (ABA) jelatvitel legfontosabb elemei. Megfelel§ vizellatas esetén ABA
hianyaban a PP2C foszfataz megkoti és ezéltal gatolja a SnRK2 kinazok miikédését. A PYL/
PYR receptor fehérjék az ABA segitségével megkotik a PP2C foszfatdzt, ezaltal a felszabadulé
SnRK2 kinazok foszforilalni tudjék az ABF transzkripcios faktorokat, illetve a sztémak specifikus
iontranszportereit. A foszforilalt ABF tipusu transzkripcids faktorok az ABRE promoter elemekhez
kapcsolédva indukaljak a célgének transzkripciéjat (forras: Hubbard et al. 2010; Finkelstein 2013)
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dioxigenaz enzim, amit Arabidopsisban a s6 és szarazsag dltal indukalt NCED3 gén ké-
dol (Tuchi et al. 2001). Az NCED3 gén transzkripciéjat egy R2R3 tipusi MYB transzk-
ripcids faktor, a HOS10 szabdalyozza. Az ozmotikus stressznek kitett novényekben
a HOS10 elengedhetetlen az NCED3 gén indukcidjdhoz és az ABA szintézis beindi-
tasdhoz (Zhu et al. 2005). A hormonszintet az ABA-lebontas is befolydsolja, amiért
elsésorban specidlis P450 tipusi monooxigenazok (CYP707A1, CYP707A2, CYP70-
7A3) felel6sek (Okamoto et al. 2006). A dehidratacié soran felhalmozddd ABA hatasa
koncentraci6fuggd, ami eltérd lehet a kiillonb6z6 sejttipusokban. Az ABA-érzékenység
szintje fontos s6- és szarazsagtiirés szempontjabodl: az ABA-ra érzékenyebb novények,
vonalak altaldban ellenallébbak az ilyen tipust stresszhatasokra.

Az ABA-érzékelés és -jelatvitel szadmos eleme ismert, ennek ellenére akadnak fel-
deritetlen részei az ABA-szabalyozasnak. A legismertebb és az ozmotikusstressz-to-
lerancia szempontjabdl legfontosabb jelatviteli utat a 3. dbra mutatja. Megfelel6
vizellatottsdg esetén a PP2C tipusu fehérje foszfatizok (pl. ABI1, ABI2) fizikailag
megkotik, defoszforilaljdk, és ezaltal inaktivaljak a SnRK2 kinazcsoportba tartozé fe-
hérje kindzokat, amelyek az ABA-jelatvitel legfontosabb pozitiv szabélyozé elemei.
Ozmotikus stressz esetén a felhalmozddé abszcizinsav kapcsolédik a PYL/PYR recep-
torfehérjéhez, amilekoti a PP2C foszfatazt. A receptor-ABA-PP2C komplexben a fosz-
fataz aktivitdsa minimalisra csokken, és felszabadul a SnRK2 kindz, amely ezutan ké-
pes a szubsztrat fehérjéket foszforilalni és aktivalni (Melcher et al. 2009; Santiago
et al. 2009). A legfontosabb SnRK2 szubsztratok az ABA-jelatvitelben szerepet jat-
sz6 transzkripciés faktorok, egyes ioncsatornak, illetve peroxidot elgéllité membran-
fehérjék. Az aktivalt SnRK2 kindzok a sztéma membrinban 1év6 SLAC1 anion- és
KAT1 kationcsatornédkat is foszforildljak. Az OST1 kindz (SnRK2.6), illetve egy kal-
ciumfiiggé protein kindz (CDPK) altal foszforildlt SLACI ioncsatorna anionkidram-
last (klorid, nitrat), majd koézvetve kaliumion- és vizvesztést eredményez, ami a szt6-
mak zdrédasahoz vezet. A PP2C foszfatdzok a SLACI defoszforilacidjaval gatoljak az
ioncsatorna mikodését, és a sztémanyilast segitik (Brandt et al. 2012). A KAT1 ion-
csatorna foszforilacidja gatolja a kaliumionok transzportjat, ami a sztémak zarva tar-
tasdhoz szikséges (Sato et al. 2009). Az ABA altal indukalt sztémazarédast a ma-
sodlagos jelatvitelt biztosit6 hidrogén-peroxid is befolyasolja. A plazmamembranban
lokalizalt RbohF tipust NADPH oxidazt szintén a SnRK2 csoportba tartozé OST1
kinaz foszforilalja, ezaltal aktivalja, ami H,O,-felszabadulassal jar (Sirichandra et al.
2009). A képz6dé peroxid tovébbi jelatviteli reakciét indit be, ami sztémazarédashoz
vezet, illetve specifikus génexpresszios valtozasokkal jar (3. dbra).

A stresszt6l fuggé transzkripciés szabalyozas

A szarazsig vagy a séstressz sordn tobb ezer gén transzkripcids aktivitasa valtozik
meg. A modern transzkript analitikai mdédszerek (DNS-chip, RNS-szekvenalas, RNA-
seq) lehet6vé tették az egész genomra kiterjedd szarazsigra vagy sdstresszre jellemz6
transzkript profilok azonositasat, jellemzését. A hideg, az ozmotikus vagy séstressz



200 SZABADOS LASZLO

az Arabidopsis gének kozel 30%-4t aktivalja vagy represszilja. A génexpresszids valto-
zasok nagy része specifikus az adott kezelésre, kisebb részitknél atfedéseket lehet ta-
lalni az egyes kezelések kozott (Kreps et al. 2002; Kilian et al. 2007). Arabidopsisban
kozel 2000 szarazsigra indukal6dé gént sikeriilt azonositani, amelyek kozel 2/3-at
ABA-kezelés is aktivélta (Huang et al. 2008). A genomszinti transzkript adatok fon-
tosak a hasonlé vagy eltér6 mdédon szabalyozott gének csoportositasidhoz, az egyes
szabdlyozasi utak feltardsdhoz. Az interneten elérheté transzkript adatbazisok és szo-
fisztikalt bioinformatikai eszkozok lehet6vé teszik a szabalyozasi, jelatviteli utak to-
véabbi genomszint( jellemzését (Zimmermann et al. 2005).

A génexpressziét elsésorban a transzkripciés faktorok (TF) szabélyozzdk, ame-
lyek a célgének promoéterének meghatarozott szabalyozé elemeit ismerik fel, és igy
segitik el6 a transzkripcié beinditdsat. Egy-egy TF t6bb szdz gén expresszidjat is sza-
balyozhatja (regulon). A kiilénb6zé kérnyezeti hatdsok meghatarozott géncsopor-
tok expressziéjat aktivaljak specifikus transzkripciés faktorokon keresztil (1. dbra).
A legtobb szarazsag- és sostressz dltal indukalt gént az ABA is aktivalja. Az ABA 4ltal
indukalt gének prométer régidjdban megtaldlhaté a G-box csoportba tartozé ABRE
(ABA Responsive Element, PYACGTGG/TC) szabalyozé motivum, amelyeket bazikus
leucin cipper (bZIP) csoportba tartozé transzkripciés faktorok (AREB vagy ABF) is-
mernek fel (Iwasaki et al. 1995; Choi et al. 2000; Fujita et al. 2005). Az AREB/ABF
transzkripcids faktorok az ABA-jelatvitelben kzponti szerepet jatszé SnRK2 kindzok
szubsztratjai. Foszforilaciéjuk elengedhetetlen az ABA indukalt gének promoéterében
1év6 ABRE szekvencia motivumhoz valé kapcsolédashoz és a célgének transzkripcidja-
nak beinditdsdhoz (3. dbra). A magas szinti génexpresszié biztositdsdhoz tobb ABRE
elem vagy az ABRE és DRE (Dehydration-responsive Element) elemek egytttes jelen-
léte szitkséges (Narusaka et al. 2003). Az ABA &ltal szabalyozott bZIP faktorok kozé
tartozik az ABI5 transzkripcids faktor, amely szdmos késéi embriogenezis sordn in-
dukalt (LEA) gén aktivacidjaért felel, de kozvetleniil gtolja a csirdzast, és befolyasolja
a viragzast is (Finkelstein és Lynch 2000; Piskurewicz et al. 2008; Wang et al. 2013).
Az ABF2, ABF3 és ABF4 transzkripciés faktorok a dehidrataci6 és magas s6koncent-
raci6 jelenlétében aktivilédnak, és elsésorban a vegetativ sz6vetekben indukaljak az
ABA-t6l fiiggs gének transzkripciéjat. Az ABF2 konstitutiv forméjanak tultermelése
ABA hiperszenzitivitassal jart, és javitja a szarazsagtirést, mig az abf2 mutansok ér-
zékenyebbek a vizvesztésre (Fuyjita et al. 2005).

Szamos ABA altal indukalt gén prométerében hidnyoznak a jellegzetes ABRE ele-
mek. Ilyen példaul az Arabidopsis RD22 és az ADH1 génje, amelyeket MYC2 és MYB2
transzkripcids faktorok aktivalnak. Az RD22 gén prométerében azonositottik az ABA
indukalt MYC2, illetve MYB2 transzkripcids faktor koté helyeket, amelyek szitksége-
sek a gén indukcidjdhoz (Abe et al. 1997). A MYB2 és MYC2 transzkripciés faktorok
az RD22-n kiviil tébb mas ABA &ltal indukalt gén transzkripciéjat is szabélyozzdk, de
szerepiik van mas jelatviteli folyamatok, mint példaul a jdzmonsav-szabalyozas koor-
dinaldsiban is (Abe et al. 2003). Tébb stressz ltal indukélt gén aktivitdsat a NAC do-
mént tartalmazé transzkripciés faktorok szabélyozzdk. A dehidrataciéra gyorsan ak-
tival6d6 Arabidopsis ERD (Early Response to Dehydration) gén transzkripciéjat a NAC
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csoportba tartozé ANAC19, ANAC55 és ANAC72 transzkripciés faktorok, valamint a
ZFHD (Zinc-finger homeodomain) faktor egytttesen szabalyozzak.

Az ozmotikus stresszvalaszt az ABA hormontdl figgetlen szabalyozdsi rendszerek
is ellendrzik. Az ilyen jelatvitelt kozvetitd legfontosabb transzkripcids faktor csalad
az Apetala? (AP2/ERF) DNS-kot6 domént tartalmazé DREB1/CBE, illetve a DREB2 ti-
pust fehérjék, amelyek DRE (Dehydration-Responsive Element) vagy CRT (C-repeat)
cisz szabdélyozé elemekhez kapcsolédnak. A DRE elemet (A/GCCGAC) szamos széiraz-
sag, s6 és hideg altal indukalt gén promoéterében azonositottdk (Yamaguchi-Shino-
zaki és Shinozaki 1994). A DRE/CRT szabdlyozé elemeket felismeré transzkripciés
faktorok az ABA hormontdl fiiggetlenil aktivéljak a célgéneket. A DREB1/CBF cso-
portba tartozé transzkripcids faktorok elsésorban a hideg indukciét kozvetitik, mig
a DREB2 tipust faktorok a szdrazsig- és séstressz altal kivaltott génaktivaciét szaba-
lyozzak (Liu et al. 1998). A DREB2A-CA gén konstitutiv tiltermelése jelentésen meg-
emelte a transzgenikus névények szdrazsagtirését, de aprd, abnormadlis fenotipushoz
is vezetett (Sakuma et al. 2006). A gén taltermelése nemcsak sé és szarazsig indu-
kélt gének expresszidjat emelte meg, de tobb hésokk gént, koztiuk a HSFA3 hésokk
faktort is aktivalt (Sakuma et al. 2006; Yoshida et al. 2008). Szamos ABA indukalt
gén, mint példaul az RD29A prométerében DRE/CRT elemet is azonositottak, ami
az adott gének kombinalt, ABA-fuggé és -fuggetlen aktivacidjaval jar (Narusaka et al.
2003). Ezek az eredmények mutatjik, hogy az egyes jelatviteli utak kozott szamot-
tevd kolcsonhatas létezik.

A szdrazsag-, illetve a séstressznek kitett novényekben felszabadul6 hidrogén-per-
oxid szdmos gén transzkripciéjat véiltoztatja meg, koztik tobb WRKY, HSF és ZAT
tipusu transzkripciés faktor expresszidjat indukalja (Davletova et al. 2005; Miller et
al. 2010). Az Arabidopsis transzkripciés faktorok kézil a ZAT12 kézponti szerepet jat-
szik az oxidativ stressz soran indukalt gének transzkripcids szabalyozasiban. Példaul
a ZAT12 aktivélja a ROS detoxifikaciéban fontos aszkorbat-peroxidazt kédolé APX1
gént is (Davletova et al. 2005). A hésokk faktor (HSF) gének koziil tobbnek az expresz-
szi6ja nem csak magas hémérséklet esetén, hanem mas karos hatdsoknak, koztik oxi-
dativ stressznek kitett névényekben is aktivalédik (Miller et al. 2010; Pucciariello et
al. 2012; Pérez-Salamo et al. 2014). A hésokk faktorok nemcsak mint transzkripciés
aktivatorok, de mintlehetséges peroxidszenzorok is fontos szerepet toltenek be a ROS
jelatvitelben. A hésokk faktorok homo- vagy heterotrimer formdaban aktivak, trime-
riz4cié utan képesek a célgének prométerében taldlhaté hésokk elemeket (HSE) fel-
ismerni. A hidrogén-peroxid a HSF cisztein oldallancok oxidalasaval stabilizalni tudja
a HSF aktiv, trimer formdjat, ezdltal hozzajarul a célgének transzkripcidjanak induk-
ciéjdhoz (Miller és Mittler 2006; Volkov et al. 2006; Kotak et al. 2007; Pérez-Salamé
et al. 2014). A HSF trimerek kialakulasa igy érzékenyen koveti a peroxidkoncentracié
valtozasait, ami a célgének ROS-fiiggd aktivacidjat is befolydsolja. A hésokk fehérjé-
ket kodolé HSP gének mellett a hésokk faktorok ellenérzik szamos stressz fehérjét,
illetve detoxifikalé enzimet kédold gén aktivaldsat is (Scharf et al. 2012). A peroxid
jelek érzékelésén keresztiil a hosokk faktorok fontos szerepet jatszanak egy altalanos,
tobbféle kornyezeti hatdsra reagalé stresszvilasz szabélyozasiban. A HSFA4 hésokk
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faktor tultermelése megemelte a transzgenikus Arabidopsis névények sé és ozmoti-
kus stresszel szembeni ellendll6 képességét, ami arra utal, hogy ezek a faktorok t6bb-
féle kiros kornyezeti hatds kivédésében vesznek részt (4. dbra) (Pérez-Salamo et al.
2014). Fuggetlen kutatdsok megerdsitették, hogy a hésokk faktorok j6 része nemcsak
a termo toleranciat ellenérzi, de szerepe van olyan karos hatasok kivédésében, amit az
anoxia, s6, nehézfém, oxidativ vagy ozmotikus stressz okoz (Ogawa et al. 2007; Banti
et al. 2010; Liu et al. 2011; Pucciariello et al. 2012; Bechtold et al. 2013). Az eddigi
eredmények alapjan elmondhaté, hogy a HSF rendszer alkalmas tobb, egyidejtileg fel-
1ép6 kéros hatdssal szembeni tolerancia javitdsara.

Eredményeink a stresszbiolégiai kutatasok teriiletén

Az Arabidopsis modellnévényt alkalmazva csoportunk tébb tertleten végez stresszbi-
ol6giai kutatasokat. Genetikai médszerekkel t6bb olyan szabalyozé gént azonositot-
tunk, melyek a s6- és szarazsagtiirést, illetve az ABA altal szabalyozott jelatviteli fo-
lyamatokat befolyasoljak (Papdi et al. 2009; Papdi et al. 2010). A kutatasainkhoz egy
németorszagi kutatécsoporttal kozremitkodve (Koncz Csaba, Max-Planck-Institut fur
Zichtungsforschung, Koln) kordbban kidogoztuk és hazai viszonyok kozott elészor
alkalmaztuk a T-DNS inszerciés mutagenezis, illetve géncsapdazds médszerét, ami
lehet&vé tette az inszerciés mutansok izolalasat (Szabados et al. 2002; Alvarado et al.
2004). A cDNS kényvtér transzfer segitségével egy Gj tipust genetikai rendszert dol-
goztunk ki, amely indukalt, domindns fenotipusd vonalak segitségével lehetévé tette
a stresszvalaszt befolyasolé gének izolaldsat (Papdi et al. 2008; Rigo et al. 2012).

A mutédnsszirések eredményeként izoldltuk a ppr40 mutanst, amely fokozott s6-
és ABA-érzékenységet mutatott. Ebben a mutdnsban a T-DNS inszercié egy olyan,
kordbban ismeretlen mitokondrialis fehérjét kédolé gént inaktivalt, amely a mito-
kondrialis elektrontranszport stabilitisdhoz jarul hozza stresszkorilmények kozott
(Zsigmond et al. 2008). A PPR40 fehérje az elektrontranszport lanc III. komplexéhez
kapcsolddik, és szabalyozza az aszkorbat-glutation ciklust (Zsigmond et al. 2011). Mig
a funkci6vesztéses ppr40 mutans stresszérzékeny volt, a PPR40 fehérje tultermelteté-
sével sikeriilt a transzgenikus vonalak sétoleranciajt javitani (Zsigmond et al. 2012).
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a mitokondrium funkciéi fontosak a sé és
egyéb karos kornyezeti hatadsokkal szembeni ellenallé képesség szempontjibol. A mu-
tdnsok genetikai szilirése eredményeként sikeralt a CRKS gént inaktivdlé mutdnst
izoldlni, ami megvaltozott gyokérfejlédést, geotropizmust mutatott. A CRK5 kindz
jellemzése sordn bebizonyosodott, hogy a mutans fenotipusit az auxintranszportot
szabélyoz6 PIN gének foszforilaciéjanak valtozasa okozta (Rigo et al. 2013). A gyo-
kér fontos a szdrazsag- és sotlirés szempontjabol, ezért az azt szabalyozé CRKS kinaz
jellemzése fontos informacidkkal szolgilhat az auxintranszport, a gyokérfejlédés és
morfoldgia és a novények stresszérzékenységének osszefuggéseirdl.

A cDNS koényvtéar sziirés eredményeként tobb szabélyozé gént sikeriilt izolalni.
A HSFA4A hésokk faktor sejtkultardkban vagy transzgenikus névényekben torténé
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tultermelése s6-, nehézfém- és ozmotikusstressz-toleranciat eredményezett, bizo-
nyitva, hogy ez a transzkripcigs faktor tobbféle stresszel szemben képes fokozni a né-
vények ellendll6 képességét (4. dbra; Pérez-Salamé et al. 2014). A HSFA4A-tultermeld
novények oxidativ karosodasa kisebb, mig a funkciévesztéses hsfa4a mutéans karoso-
ddsa nagyobb mértékd volt, mint a vad tipust névényeké, bizonyitva, hogy a HSFA4A
faktor elsésorban az oxidativ stresszel szembeni védelem révén képes a névények el-
lenéllésagat befolyasolni.

Col-0 oxHSFA4

300mM
mannitol

4. abra. A HSFA4 hésokk transzkripcids faktor tltermelése javitja az Arabidopsis s6- és ozmotikus
stresszel szembeni ellenall6 képességét. A vad tipusu (Col-0), illetve HSFA4-tultermels (oxHSFA4)
novények névekedése a standard taptalajon (1/2MS) hasonlé. Magas ozmotikum (mannitol) vagy sé
(NaCl) gatolja mindkét vonal névekedését, de a HSF4-tultermeld névények novekedését kevésbé veti
vissza, mint a vad tipust névényekét (Pérez-Salamo et al. 2014)
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Az ozmotikus stressznek kitett névényekben az egyik jellemz6 metabolikus val-
tozds a prolinkoncentracié emelkedése. Korabbi kutatdsaink soran izolaltuk és jel-
lemeztitk a prolin-bioszintézist szabalyozd, eltéré transzkripciés kontroll alatt 1évé
P5CS1 és P5CS2 géneket (Strizhov et al. 1997 Abraham et al. 2003). Inszerciés mu-
tansok felhasznalasaval bizonyitottuk, hogy a P5CS1 gén kiiitése meggatolja a s6 altal
indukalt prolinfelhalmozddast, mig a P5CS2 gén mutécidja embri6 letalitashoz vezet.
Eredményeink egyértelmien bizonyitottak, hogy a prolinfelhalmozéd4s fontos a sé-
tolerancia szempontjabdl, stabilizalja a reaktiv oxigéneket (ROS) semlegesit6 glutat-
ion-aszkorbat ciklusban részt vevé enzimeket, és ezaltal csokkenti a stressznek kitett
novények oxidativ kdrosodasat (Székely et al. 2008). A prolin tehat egy tobb funk-
ciéval rendelkez8 aminosav, amely elengedhetetlen a normalis egyedfejlédéshez, de
amelynek fontos szerepe van az oxidativ kdrosodas csokkentésében, a stressztiirés
szabélyozasdban is (Lehmann et al. 2010; Szabados és Savoure 2010).
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VII. A novények stressztiiro képességének novelése
génbeépitéssel

HORVATH GABOR

Osszefoglalas

A folyamatosan névekvé élelmiszer-szitkséglet kielégitéséhez elengedhetetlen a névénytermesztésben
az 4j technol6gidk alkalmazasa, melyeknek fontos eleme a névények kornyezeti stresszhatasokra adott
valaszainak megismerése és az ismeretek gyakorlati felhasznéldsa. A karos kornyezeti hatdsok kézos
tulajdonséga, hogy fellépésiikkor megbomlik az egyensuly a szervezetben a reaktiv vegyiiletek termel6-
dése és az azok eltavolitasara szolgalé védekezési halézat kapacitasa kozott. Az alabbi fejezetben a labo-
ratériumunkban évtizedek 6ta foly6 kutatasok két fontos teriiletérsl mutatunk be az agrar biotechnol6-
giaban is alkalmazhaté eredményeket. Elséként a reaktiv oxigén fajtak keletkezésének visszaszoritasat
vizsgéljuk a sejten beluli vastarolds hatékonysdganak novelésével; alaitimasztva a megkozelités hasz-
nossagat mind az abiotikus, mind a biotikus stresszek elleni védekezésben. A méasodik részben a reaktiv
karbonil vegytiletek enzimatikus eltavolitdsanak lehetdségeit vizsgaljuk, kiemelve ebben a névényi aldo-

keto reduktazoknak az alkalmazott kutatasban is bizonyitott fontos szerepét.

Summary

To satisfy the continuously growing need for food, the application of the new technologies is essential in
the agriculture; its important elements are the research on the plant’s responses to the environmental
stresses and the practical use of the gained knowledge. The common element of the harmful environ-
mental effects is that the balance between the production of the reactive compounds and the capacity
of a protective network being used for their removal gets disturbed. In the next chapter two of the im-
portant research areas of our laboratory are presented, both with application potential in the agro-bi-
otechnology. Firstly the suppression of the formation of the reactive oxygen species by the increase of
the efficiency of the intracellular iron storage will be examined; the results support the usefulness of the
approach in defense against both abiotic and biotic stresses. In the second part the opportunities of the
enzymatic removal of reactive carbonyl compounds are discussed, emphasizing the importance of plant
aldo-keto reductases in this process, that has been proven not only in the basic, but also in the applied

research.
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A Fold népessége a jelenlegi 7 milliardrél 2050-re varhatéan 9 millidrdra novekszik.
Ezt meghaladéan né azonban a felhaszndlt energiahordozék mennyisége és az élel-
miszer-szitkséglet is, ez utébbi a névénytermesztés hatékonysiginak jelentés eme-
lését igényli, mivel a megmiivelheté foldteriilet nagysaga limitalt. A 2050-ig dekla-
ralt cél megvalésuldsdhoz, ami szerint az élelmiszer-termelést hetven szazalékkal kell
novelni, évenként hozzavetéleg 44 millié tonnaval tébb gabonat kell betakaritani,
méghozza egyre romld kornyezeti feltételek (példdul a globélis felmelegedés hata-
sai) mellett (FAO, 2009). Az altalanos felmelegedés természetesen Magyarorszagon
is érezteti hatdsat, egyre melegebb nyaraink és aszilyosabb éveink vannak, és a jové-
beni kilatdsok is a szdrazsdg sulyosbodasat mutatjak. Ezt jelzi az is, hogy az utébbi
szaz év legszarazabb éveinek kozel fele az elmult évtizedre esik, a FAO szakértéi sze-
rint Magyarorszag jelentés termdteriiletei mar most, illetve a kozeljovében a félsi-
vatagos teriiletek kozé sorolhatdk. Ezeknek a teriileteknek az 6ntozése (bar jelentds
koltségekkel) az aszaly problémajat csokkentik, azonban ez a megoldés a talaj s6kon-
centraci6janak novekedésével jar, igy jabb, a termésmennyiséget csokkentd stressz-
tényezével kell szamolnunk.

Erthet6 tehat, hogy egyre siirgetSbb az igény a novénytermesztés produktivitasa-
nak jelentds javitdsdra; a hatvanas évek ,zold forradalmanak” mintajira egy mdso-
dik, ,,z6ld biotechnolégiai forradalom” elinditasara. A fentiek alapjan ennek legfonto-
sabb jelenlegi és jovébeni feladata a termésmennyiség és a termésbiztonsag novelése
a romlé kornyezeti feltételek kozott. Az altalanosan elfogadott nézet szerint ez a mo-
dern névényi biotechnolédgia eszkézeinek — mint a molekularis markerek hasznélata a
nemesitésben és a génatvitel - hatékony alkalmazasaval érhet§ el.

A novények stressztolerancidjanak molekularis szabalyozdsa specifikus stresszti-
rési gének atir6ddsan és ennek pontos reguliciéjan alapul. A géntermékek a stresszva-
laszok széles skaldjaban mutatnak aktivitdst, ide tartoznak a jelatviteli mechanizmu-
sok, a génétir6das szabalyozasa, az ozmotikus kiegyenlités, a membranok és fehérjék
védelme, valamint a szabadgyo6kaok és a toxikus vegytletek hatastalanitdsa. Az utébbi
idében a novényi stresszvalaszok mechanizmusainak megértése kezdi meghozni gyii-
molcsét: a kulcskomponensekkel kapcsolatos génatviteli megkozelitések egyre gyak-
rabban taldlnak alkalmazasra gazdasagilag fontos névényekben is.

A stressztlirés névelésére képes gének azonositdsat és azok izoldlasat kévetSen le-
hetéség nyilik arra, hogy ezek hatdsit haszonnévényekben is értékeljuk. Ehhez azon-
ban az sziikséges, hogy a megfelel§ génbeviteli technikat is kivalasszuk, az izolalt
gént felhasznalva pedig annak kifejez6dését megfelel6 mddon biztosité konstruk-
ciét épitsink fel. Az j stressztiirési gének bevitelének és az ezt kovetd novényrege-
nerdciénak a legaltaldnosabban elterjedt médja a természetben is el6forduld, agro-
baktérium altal kozvetitett géntranszfer (Barton és Chilton 1983). A nagy sebességii
hordozoérészecskék belovésén alapulé ,részecske bombazas” (particle bombardment)
modszere ugyancsak nagyon elterjedt, kiilonsképp azoknak a névényeknek az eseté-
ben, melyek agrobaktériummal nem, vagy csak nagyon nehezen, alacsony hatdsfokkal
transzformélhatéak (mint példdul a kukorica) (Klein et al. 1989). Uj transzformacids
technikdk, rendszerek allandé fejlesztés alatt vannak, igy az agrobaktériummal nem
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transzformdlhaté novényfajtak/genotipusok szamara mar rendelkezésre 4ll a Rhizo-
biacea csaladba tartozd, névény-asszocialt baktériummal megvaldsulé géntranszfer
(Broothaerts et al. 2005).

Abevitt gén kifejez6dését a gazdanovényben legaltaldnosabb esetben a karfiol-mo-
zaikvirus (CaMV) 35S prométere (amit altalaban kétszik( novényekben hasznalnak),
valamint az egyszikiiekben hasznalt actin 1 (Act-1) vagy a kukoricabdl szarmazé, az
Ubi-1 gén intront is tartalmazo6 promotere biztositja (Grover et al. 2003). Mivel ezek
a promoterek konstitutiv kifejez6dést eredményeznek, a mogéjik illesztett transzgén
minden szervben és fejlédési allapotban expresszal, ami 4ltaldban szikségtelen (né-
hany esetben kifejezetten karos), és feleslegesen haszndlja fel a névény metabolikus
kapacitasat. Ezért kivanatos az olyan indukélhaté prométerek hasznalata, melyek a
génkifejez6dést csak a megfelels esetben, a stressz felléptekor engedik meg (Su és Wu
2004). Nagy sziitkség van a génexpressziés tanulmanyokbdl szarmaz6 olyan informa-
ci6kra, melyek djabb és Gjabb ilyen promoéterekkel irdnyitott géneket azonositanak;
ez biztositja az ,adott stresszhez a megfelel6 prométert” elv egyre hatékonyabb al-
kalmazasat. Természetesen arra is killon figyelmet kell forditani, hogy ezek az adott
kifejezédést iranyit6 szekvencidk mekkora specifitassal és hatékonysdggal miikédnek
heterol6g rendszerben, azaz mas névénybe bejuttatva.

Az abiotikus hatasokkal szembeni ellenall6 képesség novelésének legtobb példdjat
modellnévények transzformdcidjaval és a beépult gén hatasidnak vizsgalatival mutat-
tuk be egészen a kozelmaultig. A ludfl (Arabidopsis thaliana), a dohany (Nicotiana ta-
bacum), a lucerna (Medicago sativa) kivalé névények a célgének vizsgalatira, mivel a
génbeépités és novényregenerilds technikija teljesen kidolgozott és hossza multra
tekint vissza, a ludfd esetében pedig a kiilénésen egyszer( transzformaldsi méodszer
egyedi transzgenikus névények ezreinek létrehozasat teszi lehet6vé rovid id6 alatt
(Clough és Bent 1998). A gyorsan n6év6, nagy levelt dohény a fotoszintetikus paramé-
terek mérésének és a biokémiai vizsgalatoknak jelent ide4lis alanyt. A mez&gazdasag
legfontosabb haszonnovényei esetében (buza, arpa, rizs, kukorica, széja és gyapot)
azonban csak az utdébbi években jelentek meg génbevitellel eléallitott stressztiiré faj-
tak. A laboratériumi és iveghazi korillmények kozott igéretesnek mutatkozé kisérleti
novényekkel szemben itt kilonleges, bar alapveté kévetelmény fogalmazédik meg:
nemcsak tul kell élnitk a kdros kérnyezeti hatdsokat, de megfelels termésmennyiség-
gel és termésbiztonsaggal kell rendelkeznitik mind (kézel) optimalis, mind a stressz
koriulményei kozott. Nem mutatkozhatnak meg a bevitt gén olyan hatasai, melyek a
konvencionalis nemesitési programokban gyakran jelentkeztek: a szarazsig-ellenallé
fajtak produktivitdsa alacsonyabbnak bizonyult kontroll koralmények kézott, mint a
szarazsagérzékeny fajtaké (Mitra 2001). A génbevitel hasznossagat a mez6gazdasigi
novények esetében egyértelmien a szabadfoldi koralmények kozott elért termés-
mennyiség hatdrozza meg; ennek alapjan dénthetd el, hogy egy adott gén, jelatviteli
vagy biokémiai 1t bir-e agrar biotechnolégiai fontossiggal.

Néhany sikeres megoldast mar ismeriink, melyek bizonyitottak a gyakorlatban
is. Aludfd Y sejtmagi faktor csalddba tartozé AtNF-YB1 transzkripciés faktor tulter-
meltetése a szdrazsagtlrés kialakitasaért felel6s gének bekapcsoldsaval képes csok-
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kenteni a vizmegvonas kadros hatdsat ebben a modellnévényben. A kukorica ortolég
(ZmNEF-YB2) megtalaldsa és tultermeltetése kukoricdban hasonlé fenotipust eredmé-
nyezett. Kétéves szabadfoldi 6sszehasonlitd teszt eredményei bizonyitottdk, hogy
kukoricdban stabil, 10%-ot meghalad6 termésnovekedést lehetett elérni a transz-
kripcids faktor magas szinten torténd termeltetésével, akdr a jo termést biztosité ma-
sodik, akar az aszalyos els6 év hozamat tekintjikk (Nelson et al. 2007).

Egy masik sikeres aszélytlir6 kukoricafajtit a Monsanto cég allitott elé. Ez a fajta
(a MONB87460 jelt) egy bakteridlis eredetd RNS dajkafehérjét (chaperone-t) termel.
A Bacillus subtilis egyik hidegtiirési fehérjéje (CSPB) a hirvivé RNS-ek transzlaci6jat
segiti el6 stresszkorulmények kozott. Az ezt termeld kukorica bizonyitottan jobb ter-
mésatlagot produkalt az Egyesiilt Allamok szamos vetésteriiletén, ahol megtalalha-
tok voltak kozel optimdlis vizellatottsagu tertletek és félsivatagos, aszalyos foldek is.
A konzekvensen megnévekedett termésmennyiség a fentebb emlitett kritérium tel-
jesiilését jelenti: sikeriilt nagyobb hozamot elérni mind a szarazsagnak kitett, mind a
kedvez6 adottsagu helyeken (Castiglioni et al. 2008).

A fenti két példabdl is lathato, hogy a stressztiir6é képesség javitasa eltéré6 médo-
kon (példaul védekez6 gének aktivalasa vagy a transzlacié hatékonysaganak novelése)
elérhetd, a jol tervezett tveghazi kisérletekben, egy stressztényezé alkalmazasakor
kapott biztat6 eredmények azonban nem jelentik azonnal azt, hogy a technolégia a
szant6foldon is megallja a helyét.

Az abiotikus és biotikus stressz koézos velejardja, hogy hatdsukra a reaktiv vegyu-
letek koncentricidja megnovekszik a szervezetben. A legfontosabb termésmennyi-
ség-csokkentd kornyezeti hatdsok esetében is kimutathaté az Ggynevezett reaktiv
oxigén fajtdk (reactive oxygen species, ROS) keletkezése, ezek kozé tartoznak a hidro-
gén-peroxid, kulénbozé parositatlan elektront tartalmazé gyokok, mint a szuperoxid
gyokion, a hidroxilgysk és a nagyon reakcidképes, de nem gyok természetd szinglett
oxigén. A fent emlitett molekuldk eltér6 élettartammal és reakcioképességgel rendel-
keznek, ez, valamint hidrofil-lipofil tulajdonsaguk hatarozza meg a sejten beluli terje-
désiiket. Nagyon fontos azoknak a molekuldris mechanizmusoknak a megértése, me-
lyek a ROS keletkezését és felhalmozdéddsat szabalyozzak, valamint ezek szerepének
tisztazdsa a stressz okozta kdrosodasokban; hiszen ezek alapjan értékelhetjiik hozza-
jaruldsukat a névények fejlédésének és novekedésének irdnyitasidban és a stresszva-
laszban (Choudhury et al. 2013). Az olyan vegyiiletek, mint a hidrogén-peroxid, rela-
tive hosszu élettartamuknak és a mennyiségiiket szabalyozé specifikus enzimeknek
(mint példaul a peroxiddzok és a kataldzok), valamint a transzkripciés faktorok koz-
vetlen mddositisdnak koszonhetden jelatviteli funkcidt is betéltenek, azonban magas
koncentraciéban minden ROS sejtkarosité hatasu. Képesek reagalni olyan alapvetd
sejtalkotokkal, mint a DNS, fehérjék és lipidek, ezek a reakcidk széles kort biokémiai,
metabolikai és fizioldgiai valtozasokat indukédlnak. Ezeket 6sszefoglalé néven ,oxida-
tiv stressznek” nevezziik. Oxidativ stressz minden aerob életformaban fellép, a mole-
kuldris oxigén hasznalatanak elkertlhetetlen kévetkezménye, ezért minden organiz-
musban - igy a névényekben is — a védekez6 mechanizmusok széles korét taldlhatjuk
meg. Ezek az antioxiddns rendszerek enzimatikus és nem enzimatikus folyamatok
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halézataként miikodve védik a sejtalkotékat az oxidativ kdrosoddsoktol, azonban
akut stressz esetén a rendszer talterhelddik, és ennek végs6 kovetkezménye a sejt,
illetve a szervezet pusztuldsa lehet. A névények oxidativ stresszel szembeni ellendllé
képességének novelése igéretes médszer mind az abiotikus, mind a biotikus hatdsok
jobb hatasfoku kivédésének.

A kutatasi irdnyt meghatarozé kisérletek elkezdése Dedk Maria nevéhez f(iz6dik.
O tanulmanyozta azokat a géneket, amelyek kifejezédése jelentésen megemelke-
dik a lucerna RA3 sejtkultardban, a szomatikus embriogenezishez sziikséges magas
(10 mg/]) szintetikus auxin hozzdadasa hatasara. Az alkalmazott (2,4-diklérfenoxi)
ecetsav (2,4-D) kisebb koncentraciéban auxin hatdsu vegyilet, magasabb, a szoma-
tikus embriogenezishez alkalmazott mennyiségben azonban mar stresszvalaszt in-
dukal. Nem véletleniil alkalmazzdk a kétsziki gyomok elleni herbicidként, ez volt
az egyik hatéanyaga a Vietnamban defolidnsként alkalmazva hirhedtté vilt ,Agent
Orange”-nakis. A kezelés hatdsara szdmos gén kifejez6dése megemelkedett, ezek kozé
tartoztak tobbek kozott a lucerna ferritin (MsFer) és aldéz reduktaz (MsALR) gének.

A ferritin olyan vastarold fehérje, melynek homolégjai a legtobb organizmusban
megtalalhatok a baktériumoktdl az emlésokig. A sejten belili, nem enzimekhez és
fehérje komplexekhez kétott vas nem szabad formaban, hanem tarolo fehérjékben
(mint a ferritin) van jelen. Ennek oka a biokémiai oxidaciés folyamatok és az oxida-
tiv stressz sordn keletkez6 hidrogén-peroxid és a szabad Fe**/Fe?* kolcsénhatasidban
keresendé: az ugynevezett Fenton-reakciéban (lasd az aldbbi egyenleteket) a hidro-
gén-peroxidndl jéval reakcidképesebb (igy kirosabb) hidroxil és szuperoxid gyskok
keletkeznek.

A Fenton-reakci6 folyamata:

Fe3* + HO,= Fe?+ ‘HO, + H*
Fe? + HO,+H" = Fe3* + «OH + H,O

A keletkezett gyokok reakcioképességét jol példazza, hogy a fenti reakci6é a mérgezé
szerves hulladékokat tartalmazé szennyvizek artalmatlanitisinak ma is hasznilt
médszere. Ertheté tehat, hogy a biolégiai rendszerekben a szabad vasionok és a hid-
rogén-peroxid taldlkozasa mindenképpen elkeriilendd, ezt valdsitja meg a vas bizton-
sdgos ferritin burokban torténé taroldsa. A névényi ferritin f6 elé6fordulasi helye a
kloroplasztisz, mely egyben a sejt £6 ROS forrasa is. Normalis névekedési korilmé-
nyek kozott a ferritin fehérje mennyisége a vegetativ szévetekben alacsony, ez csak
a magokban, az embridk érése sordn né meg. A névényi ferritin termelédése transz-
kripciés és mRNS stabilitasi kontroll alatt &ll, szintje jelent6sen megnovekszik vaske-
zelés, abszcizinsav hozzaadasa és oxidativ stressz hatasara.

Egyes gének fiziolégiai szerepének vizsgalatara j6 eszkoz a funkciévesztéses mu-
tansok tanulmanyozasa (ha ilyen rendelkezésre all), vagy tdltermels transzgenikus
novények létrehozasa génbeépitéssel. A lucerna ferritinnel kapcsolatos kutatas kovet-
kez6 lépése olyan transzformans dohdnynévények létrehozasa volt, melyek kezeléstél
és fejlédési allapottol fuggetleniil folyamatosan termelték a lucerna MsFer fehérjét



A NOVENYEK STRESSZTURO KEPESSEGENEK NOVELESE GENBEEPITESSEL 217

(Dedk et al. 1999). A vizsgalt névények két csoportjdban a ferritin sejten belili elhe-
lyezkedése eltérs volt: mig az egyik esetben a fehérje (a természetes lokalizaciénak
megfeleléen) a kloroplasztiszba vandorolt, és érett formdja itt halmozddott fel; ad-
dig a masik csoportban a fehérje (egy mesterségesen elrontott kloroplasztisz tran-
zitpeptidnek koszénhetéen) éretlen formajaban a citoplazmaban maradt. A transz-
formansokkal végzett élettani kisérletek elészor arra iranyultak, hogy bizonyitsuk a
ferritin tdltermeltetésének el6nyos voltat a névényekben mind magas koncentraciéja
vasionok jelenlétében, mind direkt oxidativ stressz kértlményei kézott. Az utdbbit
paraquat herbicid kezeléssel értik el, mely vegyulet a fotoszintetikus elektrontransz-
portban széllitott elektronokat a molekularis oxigénnek adja 4t, ROS képzédését indu-
kélva ezzel. A lucerna ferritint termel$ dohdnynévények mindkét kezeléssel szemben
magasabb tolerancidt mutattak, bizonyitva ezzel az el6feltevéstinket. Meglepé médon
azonban nem taldltunk killénbséget a fehérjét a citoszélban és a kloroplasztiszban fel-
halmozé névények kozott, ami taldn arra engedhet kovetkeztetni, hogy a citoplazma-
ban 1évé szabad vas megkétése ugyancsak elényds a névény szempontjabol (Dedk et
al. 1999). Hasonldan viselkedtek a két transzformans csoportba tartozé névények ab-
ban az esetben is, amikor a patogénekkel szembeni ellenéllé képességiiket vizsgaltuk.
Ha a transzformansokat dohdny nekrdzis virussal (TNV) fertéztiik, kevesebb nekro-
tikus 16zi6 fejlédott ki ezeken, mint a kontroll névényeken. Az Alternaria alternata és
Botrytis cinerea patogén gombdkkal torténd fert6zéses kisérletben a transzforméns
noévények ugyancsak csokkent nekrézist mutattak (Dedk et al. 1999). A 1ézi6k és nek-
rotizalt levélfeliilet kialakuldsdnak egyik feltétele ezekben az esetekben a reaktiv oxi-
gén formak robbanésszer felszaporodasa (az un. ,oxidative burst”), érthetd tehat,
hogy az ezek keletkezését katalizal6 szabad vas megkotése ezt a folyamatot vissza-
szoritja. Killonésen hasznos lehet ez a nekrotrdf patogénekkel szemben, amelyek az
elhalt szoveteket hasznaljdk szén- és nitrogénforrdsként. A vaskoté fehérjék szerepe
a novény-patogén kapcsolatban szertedgazé és maig nem teljesen tisztazott kérdés.
Modellként alkalmazva az Arabidopsis thaliana-Erwinia chrysanthemi rendszert meg-
allapithat6 volt, hogy az enterobaktérium a hatékony fertézéshez két, nagy affinitdsa
vas sziderofér termelédését igényli, melyek nemcsak vastaroléként miikodnek, de a
baktériumot is védik az oxidativ stresszt6l (Boughammoura et al., 2007). A ludfd sajat
ferritin génje (AtFerl) indukalédik a chrysobactin bakteridlis sziderofér vashidnyos
formaja hatdsira, mutatva ezzel azt, hogy a névény sajat ferritinjébe zirva prébalja
elvonni a vasat a baktériumtél. A ferritin szerepét a patogén rezisztencidban tovabb
erdsiti az a tény, hogy a 1ladfd AtFerl hidnyos mutdnsa megnévekedett érzékenysé-
get mutat az E. chrysanthemi fert6zéssel szemben. A ferritin taltermelésének hatdsa a
noévények mikrobialis kapcsolatdra tdlmutat ezeken a példakon; ismert, hogy a ferri-
tin tultermelése és ennek kovetkezményeként a transzformdns dohanyok megemel-
kedett vasfelvétele jelentésen csékkenti a talajban hozzaférhet6 vas mennyiségét, és
ezzel képes megvialtoztatni a rizoszféra mikrobialis 6sszetételét (Robin et al. 2007).
A MsFer fehérjét termel§ és azt a kloroplasztiszban felhalmozé dohanyok tovabbi
vizsgalata megerdsitette azokat a feltevéseket, hogy a ROS szint csokkentésének ez
az Utja tobb kornyezeti hatdssal szemben is ellenallébba teszi a névényeket. Tudott
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az, hogy a fagypont feletti, de alacsony (0 °C koériili) hémérséklet a fotoszintetikus
apparatus altal hasznositani képtelen magas fényintenzitdssal parosulva erés oxida-
tiv stressz kivaltdja. A fotoinhibicié ekkor a Calvin-ciklus enzimatikus reakcidinak
lelassuldsara vezethetd vissza, ami a sejten belil a redukal6 dgensek csokkent kon-
centraci6jat, hidnyat eredményezi. Jelent6sen megné a hidrogén-peroxid szintje, ami
vaskatalizalt hidroxilgyok képz6déséhez vezet. A lucerna ferritint termel6é dohédny-
novényekben csokken a katalizatorként miikédé szabad vas mennyisége, igy a Fen-
ton-reakcié bekovetkezésének valdszintisége is. Ezzel a sejtekben fellépé oxidativ
stressz is visszaszorul, ami az alacsony hémérséklet indukalt fotoinhibiciéval szem-
beni jobb tolerancidban nyilvanult meg (Hegedis et al. 2008). A MsFer termeltetése
és kloroplasztiszba torténd targetaldsa a transzformalt buzanévényekben kevesebb
sikerrel jart. Részint a gén kifejezédése nem volt elég magas szintd, részint a két-
sziki-egysziki tranzit peptidek kiillénbozésége nem biztositotta a buza plasztiszban
torténd felhalmozdédas magas szintjét. Sajnalatos ez azért is, mivel a ferritin védé-
szerepe valdszintsithet6 a szarazsag és a magas s6koncentraci6 altal okozott stressz
soran is, legaldbbis erre lehet kovetkeztetni a ferritin gén kifejez6désének névekedé-
sébdl, illetve a fehérje felhalmozddasat mutaté adatokbodl e két stressz korillményei
kozott (Gao et al. 2011; Kang és Udvardi 2012).

Sz616 esetében a transzformacids kisérlet és a transzformansok elemzése biztatd,
am néhdny esetben viratlan eredménnyel is jart. A Richter 110 sz5l6fajta eredményes
transzformadciéja szdmos, a lucerna ferritint magas szinten termelé névény vizsga-
latat tette lehet6évé. Ezekben kimutattuk a paraquat okozta direkt oxidativ stresszel
és egy kis molekulji, a membranok lipidjeinek kdrosodasit modellezé vegytlettel
(tert-butil-hidroperoxid, t-BHP) szembeni jobb toleranciat (Zok et al. 2010). Ez utébbi
eredményt kozvetlenil 6sszefiiggésbe hozhatjuk a szabad vas mennyiségének csok-
kenésével, mert (mint ahogyan a membréan oxidativ kdrosoddsakor keletkez6 lipid
hidroperoxidok is) a t-BHP szabad vas jelenlétében igen reaktiv ferril(IV)-kézponta
gyokok képzddését segiti el6. A MsFer fehérjét termeld sz8l6k levelén kimutathaté
volt az irodalmi adatok alapjan mar megjésolhato tolerancia a tdpoldat magas sékon-
centracidjaval szemben is (Zok et al. 2010). Mindezek az eredmények bizonyitottak
a kloroplasztiszban akkumulalédé ferritin stressztoleranciat nével6 hataséat. A cito-
plazmaban felhalmoz6d6 MsFer fehérje azonban nem vart fenotipust eredményezett.
A transzformdcidhoz hasznélt konstrukcié megegyezett az elézetesen dohany ese-
tében hasznalttal, abban az esetben oxidativstressz-toleranciat és patogénreziszten-
cidt tapasztaltunk a normal kéralmények kozott a transzformalatlan SR1 dohdnytdl
megkiilénboztethetetlen fenotipusu transzformansokon (Dedk et al. 1999). A sz616
esetében a citoplazmais ferritinfelhalmozédas azonban minden esetben retardilt no-
vekedéshez és torpe levelek kifejlédéséhez vezetett (1. dbra). A tapasztalt jelenség jol
példazza azt, hogy az egyik névényfajban hasznosnak bizonyulé génbeiltetési tech-
nolégia nem alkalmazhaté automatikusan lemasolva mas fajok esetében.

Az oxidativ stressz kozvetlen megnyilvanuldsa a ROS és a biomolekuladk kozott le-
jatsz6dé kémiai reakcidk tomege. Kulénosen kitettek az oxidaciénak a lipid membra-
nok telitetlen zsirsavjai, ezek oxidativ médositdsa egy reakciélanc végén tobbek ko-
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zott kis molekuldju aldehidek keletkezéséhez vezet (2. dbra). A folyamat jol ismert,
egyik végtermékét, a malondialdehidet altaldnosan hasznaljdk az organizmusokban
végbemend oxidativ stressz mérésére, mivel tiobarbitursavval képzett szines adduktja
konnyen és érzékenyen mérhetd fotometridsan (TBARS teszt). A reakcié soran kelet-
kez6 aldehidek kozott szdmos olyan van, ami a,f helyzet( kettés kotést tartalmaz,
ezek killondsen reakcioképesek. Ezeknek tudhaté be az oxidativ stressz sejtkarosité
hatdsainak jelentés része: mivel nem gyokos vegyuletek, ezért sejten beliili élettarta-
muk nagyobb, kénnyen vandorolhatnak és kiilénosen jelentds fehérjemédosité ké-
pességgel rendelkeznek. A cisztein tiolcsoportja, a hisztidin imidazolgytrje, a lizin és
az arginin aminocsoportjai mind célpontjai a reaktiv aldehideknek; hatasukra az en-
zimek elvesztik aktivitisukat, a szerkezeti fehérjék lebonthatatlan aggregatumokka
allnak 6ssze. Mindezen mdédositdsok bekovetkeztét és ezek karos kovetkezményeit
nevezzitk 6sszefoglalé néven karbonil stressznek. Mivel a karbonil stressz része és
velejardja az oxidativ stressznek, ezért az él6 szervezetekben a ROS eltavolitasahoz
hasonléan szamos mechanizmus mikédik a reaktiv aldehidek eliminaldsara vagy re-
akcidképességiik csokkentésére. Keletkezésiik valdszintiségét jelentésen csokkenti a
membranok oxidaciéjakor képz6dé lipid hidroperoxidok azonnali redukcidja peroxire-
doxinokkal és glutation peroxidazokkal. Az aldehid dehidrogenazok az oxocsoportot
karboxilcsoportta oxidaljak; az alkohol dehidrogendzok, aldehid és ald6z reduktizok
pedig a megfelel alkoholla redukaljak. Az o, helyzet kettés kotést az alkenal reduk-
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tazok telitik; mindezek a reakcidk jelentésen csokkentik a reaktiv aldehidek toxicita-
sat (2. dbra). Specifikus glutation-S-transzferazok altal katalizalt médon keletkeznek
olyan aldehid-glutation adduktok, melyek aktiv médon transzportalédnak ki a sejtbél
(Grimsrud et al. 2008). A felsorolt mechanizmusok mind a karbonil stressz kivédését
szolgaljak, azonban hasonléan a ROS eliminél6 rendszerekhez, tartés és ers stressz-
hatés esetén ezek is tultelitédnek. Igy a védekezési halézat erésitése, egyes elemei-
nek fokozottabb termelése javithatja a kdrnyezeti stresszhatasokkal szembeni ellen-
all6 képességet. Ezt a célt szolgalja a bevezetSben emlitett kisérletben izoldlt masodik
gén, a lucerna ald6z reduktaz (MsALR) beépitése mas névények genomjaba.

A MsALR az aldo-keto reduktdz enzimcsaldd noévényi képvisel6je. A csalad tagjai
monomer allapotban aktiv NADPH-figgé oxidoreduktizok, melyek a baktériumok-
tol az eml6sokig minden éllényben el6fordulnak. Az enzimek a NADP-k6t6 motivum
konzervilt szerkezete miatt hasonlé strukturajiak, széles szubsztratspecifitassal ren-
delkeznek (a legkisebb telitetlen aldehidtél [akrolein] a prosztaglandin F, prekurzo-
raig), igy szdmos metabolikus folyamatban vesznek részt. A mar emlitett kiinduldsi
kisérletbdl valdsziniisitheté volt a lucerna MsALR gén kifejez6désének novekedése
killonbozé stressztényezdk hatdsara, ennek igazoldsa tortént meg eldszor (Oberschall
et al. 2000). Kiderult, hogy a génexpresszié megnévekszik a névényi stresszhormon,
az abszcizinsav hatdsara, de ugyancsak indukalta a gén kifejez6dését a nehézfém, oz-
motikum, hidrogén-peroxid-kezelés és a szdrazsigstressz is. A bakteridlis rendszer-
ben kifejeztetett és tisztitott rekombindns fehérje felhaszndlasival ellenanyagot al-
litottunk el6, ezzel sikertlt bizonyitani a stresszkezelések hatdsidra megnévekedett
MSsALR szintet, valamint azt, hogy a fehérje a névény minden vizsgalt részében els-
fordul, igy dltalanos funkcidja lehet. Az aldéz reduktdz enzim szerepe a poliol atban
jol ismert; ennek elsé lépését, a glikéz szorbitolld térténd redukcidjat katalizalja.
Azt, hogy hasonlé szerepe van-e a lucerna enzimnek is, részint a tisztitott rekombi-
nans fehérjén toértént enzimkinetikai mérések, részint a transzformans dohdnynové-
nyeken elvégzett vizsgalatok vilaszoltdk meg. Az enzimaktivitas-mérések igazoltdk,
hogy a MsALR ténylegesen NADPH-t haszndl a szubsztratok redukcidjira, azonban
lényegesen jobb katalizitora a kismolekulaja aldehidek (mint a 4-hidroxinon-2-enal
és az oxoaldehid metilglioxal) reakci6éjanak, mint a gliik6z szorbitolla térténd at-
alakitdsdnak (Oberschall et al. 2000). Ezzel egyutt igazolédott az is, hogy azokban
a transzformdns dohanynovényekben, melyek a MsALR gént az erds, konstitutiv ki-
fejezédést biztosité CaMV35S prométer szabélyozisa alatt expresszaltdk, nincs je-
lentés mennyiségi szorbitolfelhalmozdédds. A MsALR fehérjét felhalmozé novények
oxidativstressz-kezelésének eredményei azt mutattdk, hogy a hidrogén-peroxiddal
vagy paraquattal kezelt transzformdansok a kontrollnal szamottevéen ellenallébbak,
ezt a levelek fotoszintetikus aktivitésa, illetve a gyokereken mért reaktiv aldehid szin-
tek tdmasztottdk ald. A névényeken végzett vizmegvonasi kisérletek mutattik meg a
legszemléletesebb médon a MsALR gén bevitelének hasznossagat. A transzformdns
noévények fotoszintetikus aktivitdsa gyakorlatilag véltozatlan maradt a 35 napos viz-
megvonas alatt, és a 10 napos Gjradntozés a novények regeneralédasdhoz vezetett,
mig a kontrollnévények elszaradtak (3. dbra). A transzformans névényekben a széraz-
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sagstressz alatt felhalmozédott reaktiv aldehidek mennyisége a MsALR enzimatikus
aktivitdsdnak készénhetben jelentésen alacsonyabb volt a kontroll SR1 dohdnyokban
mérheténél (Oberschall et al. 2000).

A szanto6foldon gyakran el6fordulé stresszkériilmények kombinaciéjanak hatasat
vizsgaltuk a kévetkezé kisérletekben (Hideg et al. 2003). Az er6s UV-B besugarzas és
az aszdly gyakran fordul el6 egyiitt a késé tavaszi-nyari periédusban a természetes
kornyezetben, igy a génatviteli technika alkalmazhatésagat jol vizsgalhatja az ilyen
parositast tartalmaz6 kisérleti rendszer. Az eredmények kozil természetesen kieme-
lendé az, hogy a MsALR-termel6 novények jobb fotoszintetikus aktivitist mutattak
mind az egyszeres, mind az Gsszetett stresszkezelés sordn. J6l lathaté volt az is a mé-
résekbdl, hogy a tolerancia egy fontos oka a reaktiv aldehidek mennyiségének csok-
kenése, biokémiailag ez volt a legk6vetkezetesebben kimutathaté kilénbség a transz-
formans és a kontroll névények kozott. Erdekes volt azonban annak észlelése is, hogy
a MsALR enzim termelésének kovetkezményeként a novényekben megvaltozott a
mérhet6 ROS-szint (néhédny kezelési korilmény esetében szignifikdnsan), azaz a jobb
fotoszintetikus aktivitds és a névény stressztolerancidjanak novekedése erre a para-
meéterre is hatott (Hideg et al. 2003).

Mas, a ROS-képzddést és a lipidperoxidaciot elésegité stresszkezelés esetén is el-
lenéllébbnak bizonyultak a transzformans dohdnynévények. Mint azt a lucerna fer-
ritinnel foglakoz6 részben is emlitettem, az alacsony hémérsékleti fotoinhibicié és
a kadmium-kezelés hatasara is ROS képz8dik a névényi sejtekben, és ennek nyomdn
erételjes lipidperoxidaci6 indul meg. Mig a ferritin a reaktiv oxigén formak (killénos-
képpen a hidroxilgyokok) keletkezését szoritja vissza, az ald6z reduktaz a lipidper-
oxiddacié aldehid jellegii toxikus termékeit redukdlja. Mindkét esetben az eredmény a
stresszel szembeni megnévekedett ellenallé képesség lesz, amit a MsALR termel$ do-
hanyokon is sikertlt kimutatni (Hegedds et al. 2004).

Nemcsak az alacsony, de a magas hémérséklet is ROS- és reaktiv aldehid keletke-
zést elGsegito biofizikai-biokémiai viltozdsokhoz vezet (Yamauchi et al. 2008). A rizs
aldo-keto reduktdzok funkciondlis analizise sordn ezt a stressztényezét is bevontuk
a vizsgélatokba. Természetes vélasztds volt ez, hiszen a legnagyobb terméskiesést
okozé nyari aszélyok f6 komponenseivel (vizhidny, magas hémérséklet, er6s UV-B-
sugarzas) szembeni toleranciat mint az aldéz reduktazt termel$ névények legfonto-
sabb tulajdonsdgit igy teljességében vizsgiltuk. A magas hémérséklettel szembeni
jobb tlir6képességet mar a MsALR génnel transzformdlt dohdnyok esetében is ki-
mutattuk (4. dbra). Fontos kutatasi célunk volt az egyszikii n6vénybél szarmazé en-
zim védéfunkcidjanak vizsgalata is, igy a kisérletekhez hasznalt aldéz reduktiz gént
(OsAKR1) rizsbél izolaltuk (Turdczy et al. 2011). A genomszekvenaldsok eredményé-
nek publikéldsa, e szekvencidk megjelenése a kereshet$ adatbazisokban nagyban fel-
gyorsitotta a rizs ortolég azonositasat és klénozasat. A biokémiai analizis a rizs és
lucerna enzimek nagyfoku hasonlésiagat mutatta a szubsztratok kivalasztasaban és a
redukci6juk sebességében. A rizs aldéz reduktiz esetében sikeriilt bizonyitanunk els-
szor, hogy szubsztratként elfogadja és hatékonyan redukalni képes mind a lipidper-
oxidaciébél szarmaz6 malondialdehid, mind a glikolitikus metilglioxal vegyiileteket.
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A kilséleg adott metilglioxallal szembeni ellenallé képességet jol mutatta a transzfor-
mans dohdnynovények jobb névekedése e korilmények kozott.

A génbeviteli technika eredményességét elsGsorban a legfontosabb haszonnové-
nyeink esetében érdemes tesztelniink. Az évtizedekre visszanyuilé egyittmiikodés a
Gabonakutaté Non-Profit Kft. kutatdival tette lehetévé a MsALR gént kifejez6 buiza-
novények létrehozasat és azok vizsgalatat a Szegedi Bioldgiai Kutatokozponttal kézo-
sen kialakitott és folyamatosan fejlesztett stresszdiagnosztikai rendszerben. A stabil
transzformansokon végzett vizsgilatok igazoltak azt, hogy a vizmegvonasnak kitett
novények esetében a névényenkénti szemtomeg jelentésen tébb a kontrollnévények
értékénél (Fehér-Juhdsz et al. 2014). A hasonl6 arpa transzformdnsok esetén egy uj
technikat, a fluoreszcens fehérjék hasznalataval torténé stressztolerancia-becslést al-
kalmaztuk sikeresen kiillonbozé kezelések mellett, majd azt vizsgaltuk, hogy a termelt
aldéz reduktaz sejten belili lokalizaciéjdnak milyen szerepe van a stressztlirés meg-
véltozdsiban (Nagy et al. 2013).

A lucerna ferritin és aldéz reduktiz gének, elég értheté mddon, ,testvéreknek”
tlinnek mar a kezdeti izolaldsuk pillanatatdél. Ugyanabban a kisérletben tlintek el6
mint stressz hatasara felilreprezentalt hirvivé RNS-ek, reaktiv vegyiiletek koncent-
racidjanak csokkentése a direkt vagy indirekt feladatuk; bevitelitk dohanynévénybe
széles spektrumu stressztoleranciat eredményezett jellemz8en hasonl6 kérulmények
(alacsony hémérsékletd fotoinhibicid, nehézfémkezelés stb.) kozott vizsgalva. Ilyen
parositdsban azonnal szembettlinik az, hogy a szdmos MsALR transzformdns fajta
meglétének ellenére a patogénrezisztencia ebben az esetben nem kerilt a vizsgéla-
tok célkeresztjébe, pedig a szakirodalomban egyre névekvé azon utaldsok szdma, me-
lyek a reaktiv aldehidek hatékony eltavolitisinak fontossagat jelzik a biotikus stressz
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5. dbra Arabidopsis thaliana aldo-keto reduktaz gének expresszios véltozasa biotikus és abiotikus
stressz, valamint ABA-kezelés hatasara a Genevestigator adatbazisban talalt adatok alapjan. Kontroll-
esetben a gén transzkriptszintje = 1
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esetében is. Az A. thaliana egyes aldéz reduktaz génjeinek kifejezédése is sugallja az
enzim fontossigit patogén fertézések esetén. Erdekes adat, hogy mig néhany gén
(mint példaul az At1g59950) kifejez6dése csak biotikus stressz hatdsira emelkedik
meg, mas esetekben (At2g37770) a gén expresszidja a biotikus és az abiotikus stressz-
hatdsokra egyarant valaszol (5. dbra). Sajnélatos, hogy a vizsgilatok és a molekularis
hattér pontos elemzésének elvégzésére még nem sikeriilt megfelelé forrast biztosi-
tani, a jovoben remélhetéleg ez a fontos kérdés is megvalaszolasra keriil.

A bevezetében emlitettek szerint ezeknek az 4j haszonnoévényfajtdknak szanté-
foldi tesztjei szolgéltatnak az igazi bizonyitékot hasznossidgukra, a bevitt gén labo-
ratériumi korilmények kozott igazolt szerepének termésmennyiséget és termés-
biztonsagot noveld hatdsara. Reményeink szerint ezek a vizsgilatok a kozeljovében
elvégzésre kertulnek, eredményeik pedig megadjik majd az dltalunk alkalmazott tech-
nika valés értékét.
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VIII. Visszatekinto a tengeri szegedi szovettenyésztésérol
MOROCZ SANDOR

Osszefoglalé

Akukorica szegedi szovettenyésztésének nemzetkozi sikere a mult szazad vége felé 6sszendtt a nevezetes
szuletésnapjat tinneplé elhivatott kutatd, tudomanyszervezé Dudits Dénes kivételes tevékenységével.
Szegeden az akkori Gabonatermesztési Kutatéintézet és az MTA Szegedi Bioldgiai Kézpontja, valamint
anémet Hochst AG igen jol egészitette ki egymdst ahhoz, hogy ennek eredményeként a vilagon az egyik
elsé 6roklédé génmodositott (GM) kukoricat létrehozza. Mikozben Eurépédban visszafogés jellemzé a
GM névények termesztésében, addig masutt a viligon a hozzajirulasunkkal el6allitott génbeépiilési ese-
ményt millié hektarokon termesztik t6bbszéros fajidegen génbeépiilést hordozé kukoricahibridekben.
A kukorica sikeres szovettenyésztéséhez megfelels fajta sziitkséges, amelyeket ma leginkabb a kiillonféle
génbeviteli médszerekben alkalmaznak. A Gabonakutatéban a génmodositas mellett inkdbb a nemesi-
tési alkalmazhat6sag egyéb megoldasaval foglakoztunk. Allitottunk el6 kukorica-buza hibridet testi sej-
tek fuzidjaval, és fejlesztettiik a kifejletlen kukoricapollenbdl szévettenyésztéssel térténd vonal-eléalli-

tast, amivel a kukoricanemesités hosszadalmas folyamata révidithetd.

Summary

Co-operative efforts lead to patent applications on routine fertile plant differentiation from single
cell cultures of maize, and their heritable transformation with a gene construct following naked DNA
delivery to them (EP/23.06.90/ EP 90111945; EP/23.06.90/ EP 90111946; Donn et al. 1990, Abstracts
VIL Int.Congr.PTCC, Amsterdam, June 24-29,1990. p.53). The research team comprising persons form
the former Cereal Research Institute, Szeged (CRC), Hungary (J. Németh; S. Mérocz), Biological Research
Centre, Szeged, Hungarian Academy of Sciences (D. Dudits), and Hoechst AG, Frankfurt a. M. Germany
(G. Donn) with their joined particular expertise and facilities was able to establish one of the first ge-
netically modified maize plants applicable in breeding and growing in the world (US Patent 5,792,936).
In the parallel achievements Fromm et al. (1990, Bio-Technology 8: 833-839) and Gordon-Kamm et al.
(1990, The Plant Cell 2: 603-618) applied biolistic method to attain maize gene transfer. Our selected
genotypes outstanding in tissue culture have been used to establish an alternative maize breeding sys-
tem. The review of CRC research accomplishments within co-operation happened to be congratulations,

laudation and respect to professor Dénes Dudits for his 70* birthday.
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A jelen megnyilvanulas korillményei

Ma a biotechnolégia sokszor szél egyoldalian féleg a géntechnolégiai iton médositott
(GM, Gjabban biotech) szervezetekrél. Mikoézben példaul a GM névények termesztése
Eurépaban nem kivinatos, hazdnkban egyenesen tilalmas, egyes 6riasi tertletd or-
szagokban eluralta a terméteriiletet. Sok felfedezés, rengeteg kutatds el6zte meg az
egyszerlbb szervezetek bevonasaval a GM névények létrejottét. A koztermesztéssel
kapcsolatos mai ellentmondasos helyzetben feledésbe meriil az a nagy tudomanyos
vetélkedés, gazdasagi verseny, ami elvezetett a folyamatosan nagyardnyban vetett
terménynovényeinkbe tltetett idegen gének 6roklédéséig, GM fajtak termesztéséig.
Ennek a folyamatnak a célegyenesében zajlé kalandos tudomdnytorténetet irta meg
D. Charles (2001) amerikai tudomdnyos jsdgiré. A kényvbdl kideril, hogy a vilag
egyik legjelent8sebb terménynévényének, a kukoricanak a vildgon az egyik elsé, an-
nak a legnehezebb valfaja tekintetében pedig a legelsé 6roklé6dé génmodositasat épp
szegedi kutatdsi eredmények segitették megvaldsitani. A témdaban sziiletett részletes
szabadalmi leirdsunk, valamint a szovettenyésztési és géntranszformdacids kozlemé-
nyeink taglaljdk a f6 eredményt és egy-egy tudomanyos részteriletet, de ezekbdl ne-
héz a vilagviszonylatban egyedulalls, tényleges hozzajarulasunkat atlatni. Gyakran a
hazai szakteriileten kutaték sem rendelkezhetnek kell§ tdjékozottsaggal a sok nem
kozolt részlet, illetve a kutatast tdmogat6, megrendel6 véllatok altal igényelt, mara
mar hatalyat vesztett tizleti titoktartasi kotelmek folytin. Annak ellenére, hogy sza-
mos nemzetkoézi hivatkozas kotédik a kozleményeinkhez, a vildgon az egyik elsé 6rok-
16d6 kukorica-géntranszformdcidban jatszott szerepiink az 6sszefoglalé munkakban
is rendre elsikkad. Ez szintén indokolhatja a jelen visszatekintést és értékelést.
1976-t6l kapcsolédhattam be a Gabonakutaté (akkor Gabonatermesztési Kutato-
intézet) kukoricanemesitési tevékenységébe. Az akkori vezetd, azdta kutatéprofesz-
szor Németh Janos erételjes, befolyasos személyiségével, hallatlan munkabirdsival,
nyelvi és szakmai tehetségével és folyamatosan kialakitott munkatdrsi kozosségével
megteremtette Szegeden a szellemi, a miikodési hatteret, valamint az akkor legje-
lent6sebb kukoricavonalakhoz valé hozzaférést. Németh Janos munkassaga kozvet-
lentil kapcsol6dik Papp Endréhez, aki Eur6paban els6ként nemesitett hazankban 4l-
lamilag mindésitett beltenyésztéses kukoricahibridet. A feleségével Szegeden az elsé
kukorica-szovettenyészeteket inditd, nemzetkozi hird kutatd, Sigi Ferenc éltal ve-
zetett kozponti laboratériumban ismerkedhettem meg kozelebbrdl a kukorica-szo-
vettenyésztéssel, ami lehetGséget adott az egytuttmiikédésre az MTA Szegedi Biol6-
giai Kézpontjaban, kezdetben a jeles genetikus, kutaté f6orvos Raské Istvan vezetése
alatt m(ik6d6 nemzetkozi tovabbképzé tanfolyam (ITC) keretében 1979-ben. Dudits
Dénes az orokléstan és nemesités szakembereinek nemzedékeit oktaté, a témaban at-
fogd hazai tankonyveket iré Balint Andor professzor vezette tanszékrél indult el Go-
dollérél, kutatoként sikeresen megjarta a hires Gamborg, illetve Kao laboratériumot
Kanadaban, miel6tt engem is, mint mas tavolabbi nemesit6 intézményekben dolgozé
(pl.: Iregszemcse, Sopronhorpécs), az Gjabb kutatdsok irant érdekl6dé kutatédkat,
megtaldlt. Mikozben a korulétte épiilé tudomdnyos iskola tagja voltam, szemlélhet-
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tem vitathatatlan nemzetkézi tudomanyos eredményeit, az akadémiai alelnckségig
jutott sikeres palydjat, allhatatos kiizdelmét a tudomany és a hazai nemesitési kutata-
sok fejlédéséért. A szovettenyésztési mddszerek kukoricanemesitési alkalmazasa te-
rén elért eredményeink legkozvetlenebb szegedi személyi és intézményi el6zménye-
ire, korilményeire igyekeztem szoritkozni.

A Harvard Egyetemen vendégprofesszorként dolgozva 1982-tél kertilt kapcsolatba
Dudits Dénes a német Hochst AG neves, tobbirdnyu tehetségét szerénységgel palds-
tol6 kutatéjaval, Guinther Donn-nal, ami egytittmiikodéshez, kutatdsi megbizdsokhoz
vezetett. Tobbéves, a kukoricakutatast is magaban foglal6 egyittmiikodés utan kap-
tam meghivist a cég névényvédelmi osztalyanak akkori vezetdjétél, Friedrick Wen-
genmayert6l a Frankfurt am Main-i székhelyld névényvédelmi kutatdlaboratériu-
mukba. A kordbbi megbizasos kutatasokbdl adédoé bevételek és a kinti kivalé kutatdsi
lehet8ségek nem elhanyagolhatéan jarultak hozza a kézos nemzetkozi sikeriinkhéz a
kukorica-géntranszformaciéban, ami a késébbi szabadalmi oltalom hasznositasa ré-
vén jelentds megtérilést hozott a két résztvevs hazai intézmény szamara is.

Az évtizedes szelekcié eredményeként megadatott kiemelked szévettenyésztési
tulajdonsdgaiban a vildgon pératlan kukoricafajta birtokdban a hazai nemesitési al-
kalmazas sziikségszertinek tiint. Egyre vildgosabba vilt, hogy a géntranszformacios
hasznositashoz elsésorban a nemzetk6zi méreteket elért vallalatok rendelkeznek
megfelel§ adottsdgokkal, ott versenyhdtranyban vagyunk. A kukoricavonalak egyik,
a szovettenyésztésre alapuld, gyorsitott eléallitisa tekintheté szdmunkra a legfébb
nemesitési alkalmazasi lehetéségnek egyediilalld szovettenyészeteinkkel. Bar ezt ki-
sérleti szinten megoldottuk, a nemesitési méretekben val6 alkalmazas elétt, figye-
lembe véve a kukoricanemesitésben zajlé 6ridsi versenyt és a fejleszté-kutaté eréfe-
szitések hasznosuldsat eddig részleteiben nem kozoltiik.

A konyvfejezet megirdsaval nagyrabecsiilésemet, tisztelemet szeretném kifejezni
a nevezetes sziiletésnapjdhoz érkezé kandidatusi témavezetémnek, példaadé kutaté-
tarsamnak.

A kukorica-szovettenyésztés tudomanyos helyzete az 1970-es évektdl

Ez a fejezet terjedelmi okbdl sem adhat dtfogd, teljes kor(i irodalmi attekintést, csak a
leginkdbb idevagé irodalmi vonatkozasokat, feltevéseket emliti meg.

A kukorica-szovettenyésztés mint moddszer jelentésége nagyot nétt, amikor
1975-ben amerikai, illetve kinai kutaték kozolték, hogy éretlen embridk (Green és
Phillips 1975) illetve portokokban leoltott kifejletlen pollenek (Anonymus, 401-es
kutatécsoport, 1975) szévettenyészetébdl sikeresen allitottak elé terméképes nové-
nyeket a Murashige-Skoog (1962) taptalaj valtozatain. Egyre vildgosabb4 valt, hogy
a sikeres szovettenyésztés egyik donté tényezdje a kiinduldsul vélasztott fajta (vo-
nal, hibrid stb.) erre alkalmasité tulajdonsagegyuttese, amely bizonyos sejtekhez,
szervekhez, azok megfeleld fejlettségi allapotdhoz kotédik. A testi sejtekbél, legin-
kébb 1-2 mm-es embri6kbdl a teljes névénnyé fejlédés képességét megbrzé, un. toti-
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potens' szovettenyészetek, kalluszok létesitésére modellfajtiva vilt A188 vonal nem
vélaszolt a portoktenyésztés sordn (Brettel et al. 1981; Genovesi és Collins 1982),
ezért ez utébbi célra kezdetben a kinai genotipusok szolgatak. A szdzad 80-as éveiben
altaldnos volt az a nézet, hogy az egyszikliek nem megfeleléek az agrobaktériumos
géntranszformaciora, ezért ott a csupasz DNS formaban torténé idegen génbevitel a
megoldas. Ezt pedig a DNS bejutasat akadalyozé névényi sejtfal eltavolitdsa utan le-
het megoldani a kulénvalt, csak sejthartyaval hatarolt sejtekbe, az un. protoplasztok-
ba? villamosaram-lokésekkel (elektroporaci6) vagy PEG-adagolas,® -kezelés segitségé-
vel (Fromm et al. 1986; Rhodes et al. 1988b; Planckaert és Walbot 1989; Lyznik et al.
1989a és 1989b). Ezért folytak kiterjedt kisérletek a sikeres kukorica-protoplasztélas
és -tenyésztés érdekében. E16bb megkérddjelezték, de késébb kiderult, hogy a kuko-
ricit is meg lehet valtoztatni 6rokletesen, a természettdl ellesett médon a megfelel6
torzsek, vektorok és korilmények esetén agrobaktériummal (Slogteren et al. 1984;
Graves és Goldman 1986; Ishida et al. 1996). Késébb paranyi részecskékre (Lm-tarto-
many) felhordott DNS belévésével az ellenillé névényi sejtfalon at is sikeriilt bejut-
tatni a genetikai informdciét rejtjelezé kilsé molekulalancot az egyszikiek sejtjeibe,
ahol azok bizonyos gyakorisidggal 6r6kl6d6 médon beépiilnek az adott généllomdnyba
(Klein et al. 1988 és 1989).

A kukorica szévettenyésztés megalapozisa Szegeden

Kisérleteinkben a legelterjedtebben hasznalt (MS, B5, SH: Murashige és Skoog 1962;
Gamborg et al. 1968, illetve Schenk és Hildebrand 1972) vagy a kifejezetten egyszikid
portoktenyésztésre kifejlesztett (N: Chu et al. 1975; a tovdbbiakban N6) taptalajok,
egységesitett répacukor és 2,4-D-tartalom mellett csak egyes, elvétve el6fordulé vo-
nalak esetében eredményeztek olyan kalluszt, szévettenyészetet, amelyekb6l nové-
nyek sarjadtak a 2,4-D megvondsa utdn. Ezek is valtozé szamu, de 4ltaldban 2-3 atol-
tas utdn megsziintek novénydifferenciadlédast mutatni az ezt biztositd tapkozegeken.
A Duncan és munkatarsai (1985) altal médositott N6 (N6D) tapkozeg, amelyen a koz-
lemény szerint sok, a szovettenyésztésnek ellenszegiilé kukoricavonal bizonyult to-
tipotensnek, kisérleteinkben nem valtotta be a hozza fiiz6tt reményeinket. Ahogy
Wilkinson és Thomson (1987) 37 elit vonallal végzett haromlépcsés kisérletében (in-
ditds, embrioidérlelés, n6vényregeneracio), a mi tapasztalatunk szerint is az N6D tap-
talajon esetenként gyorsabban néttek a sejttenyészetek, mint az alkalmazott egyéb
tapkozegeinken, de a legértékesebb beltenyésztett vonalaink hosszabb ideig valé szo-

1 A teljes névénnyé valé fejlédési képesség megérzédésére utald tulajdonsag.

2 Altaldban sejtfalbonté enzimek segitségével lecsupaszitott, csak sejthartyaval hatarolt, killonvalt
novényi (itt kukorica-) sejt.

® PEG: polietilén-glikol; az alapmolekulédbél valtozé mértékben polimerizalt, ennek megfeleléen az
atlagszamokkal jelolt (pl. PEG 6000) vegyiilet, amely leggyakrabban a protoplasztok egybeolvasztasara
vagy a DNS sejtekbe juttatdsira hasznalatos a névényi sejttenyészetekben.
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vettenyésztés utan (0,5-1 év) elveszitették a totipotencidjukat (Kegyes, Kilman és
Moérocz 1990, nem kozolt). Az N6D kozegrél szarmazo novények termékenyiilése el-
maradt az dltalunk mdédositott N6 taptalajon (N6M; Mérocz et al. 1990) sarjadt no-
vényekéhez képest.

A tenyésztési koriilményekhez viszonyitva jelentésebb el6rehaladast tudtunk el-
érni azoknak a kukoricavonalaknak az 6sszekeresztezésével, amelyek az alkalmazott
taptalajokon mutattak valamilyen kedvezé szovettenyésztési tulajdonsigot. Az elsé
sikeres hibridgenotipusunk az A188 x W64A kétvonalas hibrid volt, amelynek éret-
len embrié eredet kalluszai tobb mint masfél évi szovettenyészetben tartds utan is
termoéképes novények fejlédését tették lehetévé (Morocz et al. 1982). Késébb 4 és
8 vonalas hibridekbd], illetve még Gsszetettebb névényallomanyokbdl (szintetikus
fajtikbdl), amelyek kukoricavonalakon kiviil genetikai térzseket (pl. Black Mexi-
can Sweet); tajfajtakat is tartalmaztak, éretlen embridkat felhasznalva valogattunk
ki egyedeket az érokletesen hasadé allomdnybdl a kivald tenyészetindulas, a gyor-
sabb kallusznévekedés, a j6 névénysarjadas és a termékeny névények differencidlasi
képességének a szovettenyésztés soran valé hosszu tava (2 éven tali) megérzédése
alapjan. Egyik ilyen négyvonalas hibridbdl szelektalt genotipusunk, a 4C1 kiemel-
ked6 szovettenyészthet8ségét fuggetlen kutatdk is megerdsitették (Emons és Kieft
1991; Pretova et al. 1993). Mivel tobb kisérletbdl is kidertlt, hogy a testi sejtekbél, il-
letve az ivarsejtekbdl megnyilvanuld j6 szovettenyésztési sajatsagok nem feltétleniil
kapcsoltak, kiillon szelekcids dgon épitettitk egybe a kukoricaportokok leoltdsa soran
vélaszolé kiindulasi anyagokat sorozatos keresztezésekkel. Egy ilyen 6sszetett dllo-
manybol (MRS P/85: a szerzé intézményi monogramjahoz [MR] tarsulé szintetikus
fajta, amely portoktenyésztés céljara 1985-ben 4llt 6ssze) 1986-ban nyertitk a H229
elnevezést, portokkulturabdl szarmazé haploid* eredetii tenyészetiinket, amelyik
tobb vonatkozasban is kiemelkedének bizonyult. Jellemzéje, hogy 6rokletesen spon-
tan fejl6dott morzsalédé (omlds, porhanyés, laza; angolul friable) tipust embrié-
szer( szovettenyészetet (korabbi tenyészeti embridfejleszté: KoE [korai embriogén]),
amely igy nagy mennyiségekben szaporithaté (1. abra). Konnyedén, 1-2 atoltas utan
csupasz egyes sejtek (protoplasztok) levilasztisara alkalmas félfinom folyadéktenyé-
szetté (szuszpenzi6vd) alakithatd, nagyszamu névény volt nevelhetd a tenyészetbél,
ezt a képességét igen hosszu ideig megtartotta (15 év utdn is), és protoplaszt szint-
r6l is termékeny novényekig tudott fejlédni, igaz, hogy Shillitoékhoz (1989) hason-
l6an csak keresztezéssel sikeriilt réla szemtermést kapni. Ilyen tipust, a szovette-
nyésztésre legalkalmasabb kukorica-szévettenyészetet kordbban sokféle kérilmény
biztositasaval (pl. prolin addsaval, gyakori 4toltdssal, fényszegény korilmények ko-
z6tt) tudtak megvaldsitani olyan genotipusokbdl, amelyek az §sszedlld, alaktanilag
Osszetett, a kifejlett embridkra emlékeztets (angolul: compact; javaslatunkban: kés6i
embriogén: KEE) alaptenyészetet fejlesztenek, és az igy kivaltott korabbi embridfej-
lettséghez kothet6 tenyészeti allapotot csak a kiilonleges beavatkozasok id6tartama

* Az ivarsejtekre jellemz0, a testi sejtekhez képest fél kromoszomaszerelvény vagy az ezzel rendel-
kez6 (kukoricanal 10 kromoszomas) sejt-, illetve névényegyed.
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alatt tartottdk meg. Bel6luk 4ltaldnos-
sdgban egyes sejtek szintjérél vagy nem
tudtak termdképes kukoricanévényeket
felnevelni (Rhodes et al. 1988), vagy a
génbeviteli eljards utdn allt el6 a terméke-
nyulésképtelenség (Rhodes et al. 1988a).
Késébb (1988-ban) egy masik szovette-
nyésztési célra létrehozott dsszetett fajta
éretlen embridinak szoévettenyészetébdl
torténé kivalogatassal is sikerult fellelni
egy KoE tipust tenyészetet, amiaz OK281
elnevezést kapta. A H229 x OK281 hibrid
embridkbdl a sztlgknél is jobban miikéds
korabbi embridszer(i tenyészeteket sike-
rult inditani 1989-ben (1-4. dbra). Ebbél
a tenyészetb6l nemcsak a protoplaszta-
las, de az azt kévets csupasz DNS-bevitel
utdn is, még 6tévi fenntartist kovetben is
termoéképes novényeket tudtunk nyerni.
Ebben a vonatkozdsban ez egyediildllo
a vildgon. Bar a sikeres, termékeny no-
vényekig eljuté (totipotens) kukorica-
protoplaszt-rendszerben két kozlemény is
elébb jelent meg (Prioli és Séndahl 1989;
Shillito et al. 1989), az egyes sejtszinten
elvégzett 6rokl6dé idegengén-beépiilést
eredményezd kukoricagénallomany-atala-
kitast mi tudtuk megvaldsitani els6ként a
vildigon (Szabadalmi kézlemények 1990,
1995). Ebben a jelent6s eredményben a

3. abra. Megfelel6en iitemezett
kukorica-sejtszuszpenziékbol a tovabbi
kisérletekhez megfelelGen tiszta
protoplasztillomdny hozhaté létre médositott
eljardsunk révén. Szabadalmi oltalmat kapott
rendszeriinkben ennél az allapotnal juttatjuk
be a sejtekbe a génallomanyt médositéd csupasz
DNS-szakaszt

legnagyobb jelentéségii el6rehaladast a kiemelked szovettenyészé tulajdonsagokkal
rendelkez6 fajtak, genotipusok kb. egy évtizeden &t folytatott nemesitése jelentette.
Ezzel parhuzamosan azonban szamos, a szévettenyészetek fenntartdsit, a tenyész-
tési szakaszok id6zitését, valamint a protoplasztok kiillonvalasztasdnak oldatait, fo-
lyamatait érint6 valtoztatast dolgoztunk ki a soklépcsés eljardsban (Mérocz et al.
1990; Mérocz 1993). Ez a kutatd tevékenység hirom szinhely egyuttmiikodésével
zajlott (Hochst AG, Frankfurt a. M., Németorszdg, MTA SzBK, Gabonatermesztési
Kutatdintézet [jelenleg Gabonakutaté Kft.], Szeged).
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A mesterséges kukorica sejt-novény rendszer és hasznositasa
génmodositasban

A HE/89 sejt-névény rendszer a kidolgozott eljarassal kisebb-nagyobb médositas
utan is sikeresen miikodétt a mar emlitett harom fuggetlen laboratériumban. Gun-
ter Donn a vildgon a leghatékonyabb kukorica-géntranszformaciés rendszert ennek
a genotipusnak és a kidolgozott sejttenyésztési médszer tobb elemének alkalmazasa-
val alakitotta ki (Donn et al. 1990; EP/23.06.90/ EP 90111946; United States Patent
5,792,936; illetve Donn et al., nem kozolt eredmények). Ezt a sejtvonalat, a proto-
plasztrendszert és a hozzd ko6t6d6 csupasz DNS-beviteli eljardst a Hochst AG, il-
letve az ebben a fejlesztésben egyiittmiik6dé, tdimogatd dgazatinak késébbi vallalatai
(AgrEvo, Aventis, Bayer CropScience) a vildg fejlett kukoricatermeszt6 orszagaiban
szabadalmi oltalomban részesitették. A LibertyLink® jel6lési hibridek az itt kivona-
tosan leirt sejt-névény rendszeriinket alkalmazé Giinter Donn hatékony géntransz-
formdacids tevékenysége nyoman johettek létre. Ezt a beépiilést, amely az Egyesiilt
Allamokban Liberty néven forgalmazott (Erépdban Basta®, Finale® néven is ismert),
a z6ld noévényeket hervasztd, gyomtalanité szerrel szemben a kukoricanak védelmet
nyujt, egyéb géntranszformaciokbol szarmazoé beépulési eseményekkel egyiittesen
alkalmazzak a kukoricahibridekben (pl. a Genuity™ vagy a SmartStax™ — ez ut6bbi
nyolc killsnb6z6 génmédositas egyiitt). Ezek vetésteriilete az Egyesiilt Allamokban és
mas GM kukoricat termeszt6 orszagokban egyre novekszik, 6sszevéve jelenleg t6bb
tizmillié hektart tesz ki (James 2012).

Dudits professzor irdnyitdsdval az MTA SzBK a kutatdsokat mindvégig tdmogaté
Alfoldi Lajos professzor, féigazgatd éltal vezetett Genetikai Intézetében, késébb a
Novénybioldgiai Intézetében elsésorban tudomdnyos kisérleti céla kukorica-gén-
transzformacié zajlott a szabadalmi oltalommal rendelkezé rendszer tudomdanyos
hasznositasara. Ennek eredményeként kozlemények sziilettek (Omirulleh et al. 1991
és 1993; Golovkin et al. 1993), illetve megbizast teljesitettiink a vildg egyik vezetd eu-
répai kézponta kukoricanemesité vallalkozdsdnak az altaluk fejlesztett DNS-konst-
rukci6k kukoricaba tltetésével.

A Gabonakutatéban az agrobaktériumos transzformaciét elébb protoplasztszin-
ten alkalmazva jutottunk tiveghazi névényekig (Olah et al. 1997, nem kozolt), majd
a KoE tipusu szovettenyészeteken sikerilt az agrobaktérium kozvetitésével 6rokls-
déen beépiteni az SzZBK-ban izolalt (Endrei et al. 2000), a lucerna N-kotésében szere-
pet jatszé NORK gént (Kis 2001-2004; Barkai et al. 2004, nem kozolt).

Idékozben elsésorban a géntechnoldgiaval kapcsolatos eurdpai visszafogottsag mi-
att a specidlis fajtat és felkésziltséget igénylé sejtszintl géntranszformaci6 fokozato-
san héttérbe szorult az egyszertibben kivitelezheté génbelovés, illetve a teret nyerd
agrobaktériumos eljaras kovetkeztében.

Elsésorban Dudits Dénesnek a hazai mez6gazdasagi kutatas elérehaladasa iranti
elkotelezettségének tudhaté be, hogy vildgviszonylatban is az els6k kozott johetett
létre itthon szanto6foldi kisérlet tobb jelentds terménynévényiinkkel (kukorica, bur-
gonya, repce, lucerna, dohany - 5. abra). Igy a kukoricaval is megfelels 6vintézkedé-
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sek mellett (pl. idébeli és térbeli izolacid, termésmegsemmisités) 1993-94-ben elvé-
gezhettiik az els6 hazai, a pollennel valé tovabbterjedés kockdzatat becslé szant6foldi
kisérletet (Moérocz et al., 2000). Mint a t6bbi névénynél, a kukorica esetében is a Sze-
gedi Bioldgiai Kézpont meghatarozé szerepi volt a kezdeti kovetkezményfelméro ki-
sérletekhez szitkséges transzgénes novények létrejottében.

Kukorica-szévettenyésztési rendszereink egyéb alkalmazisa

Mikozben a géntechnolédgia kutatdsa egyre szélesebb kori, a gyakorlati nemesitési
alkalmazas inkdbb az ennek a pénzigyi terheit viselni képes és a hasznélatabdl nye-
reséget elérg vildgvillalatoknak kedvez. Nyilvanvaléva vélt, hogy szdmunkra egyéb
megkozelitést, hasznositast célszer taldlni.

Egyik ilyen irdnyként foglalkoztunk a kukorica és buza testi sejtek egybeolvaszta-
séval, aminek mind elméleti, mind gyakorlati szempontbdl lehet jelent6sége. Erre egy
olyan mikrospéra® eredeti kukorica-sejtvonalunk adott lehetdséget, amelyb6l nové-
nyekig juthattunk protoplasztszintrdl, és amelyik egyuttal fehérleveli (albind) nové-
nyeket adott, és semmiféle zoldiilést nem tapasztaltunk a tenyészetben vagy a beléle
sarjadt névényeken. A buzalevelekbdl emésztéssel levalasztott és megtisztitott pro-
toplasztok a tenyésztési koriilményeink k6zott nem voltak képesek oszt6dé sejtekké
vélni. Ezért a kétféle protoplaszt fizidja utan nyert z6ld névénykékrdl joggal feltéte-
leztiik, hogy azokban a két généllomany egymadsra hatdsa eredményeként nyilvinult
meg az osztodddoképesség és a zoldiilés egyiittesen. Sajnos szemtermést a felnevelt ku-
korica kinézetii névényeken sem anyai, sem apai sziill6ként nem tudtunk elérni. A z5l-
dilésen kiviil észlelt citolégiai és DNS-molekulds (RAPD) vizsgalatok is a két faj bizo-
nyos génallomany-egyesiilésére utaltak (Szarka et al., 2002).

A masik alkalmazasi tertlete azoknak a kukorica-genotipusoknak, amelyek a hosz-
szadalmas nemesitési tevékenység eredményeként képesek szovettenyésztési ko-
rilmények kozott akar kifejletlen virdgporszemekbdl is névénnyé fejlédni, a hagyo-
madnyosan iddigényes, tobbnemzedékes éntermékenyitést igénylé vonal-el6allitasi
id6szaknak a jelentds roviditése. Ennek a kukoricanemesitési célra valé hatékony al-
kalmazasahoz a kival6an szovettenyészé kiinduldsi anyagainkat részben fel kellett ru-
hazni azokkal a tulajdonsdgokkal, amiket a mai, dllamilag elismert hibridekben elvi-
runk, mdsfel6l meg kellett teremteni azt a rokonsagi szétvalasztast az Gjonnan nyert
vonalakban, ami a heterézishatas® eléréséhez sziikséges a kukoricavonalakbdl el64l-
litott hibridekben. Ezt az éretlen pollenszemek szovettenyésztését magiban foglalé
kukoricanemesitési rendszert 1ényegében sikeriilt kiépiteni (6-10. dbra). Parhuzamot
vonhatunk az eddig még részleteiben nem kozolt, itt leirt nemesitési rendszer, va-

> Itt még nem teljesen érett, kifejletlen (kukorica) virdgporszemet jelent.

6 Az eltérd rokonsagu szulék keresztbeporzasa utan eldallt egyedekben megnyilvanul6 utédfslény;
legkifejezettebben a kimunkaltan 6rokletesen eltéritett kukoricavonalak kozotti hibridizacié soran ta-
pasztalhato.
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lamint az Egyesiilt Allamok egyik legsikeresebb nemesits cége két f6 vonalkorének
(BSSS és lodent) nemesitéstorténete kozott. Smith és munkatarsai (2004) megélla-
pitjak, hogy az emlitett cégnél a vonalak mindkét, egymadssal jél kombinal6édé cso-
portja zommel egy azonos, a Reid Yellow Dent fajtabdl ered, és fokozatosan tavolitot-
tak el a két nagy aranyban azonos forrasbél szdrmazé csoport rokonsigat a megfelels
hibridhatashoz szitkséges mértékben.

A portokokban leoltott éretlen pollenekbdl nyert vonalak egy haromvonalas hib-
ridjébdl sikertilt a még ki nem fejlett kukorica-virdgporszemek kozvetlen tenyész-
tésével is vonalakat el6éllitanunk (Szarka et al. 2001). Ennek elénye abban mutat-
kozik meg, hogy a munkaigényes portok-elkilonitést a virdgokbdl felvilthatjuk egy
hatékony apritdsos megoldéssal (pl. elektromos forgékésekkel), ami utdn sztiréssel,
megfeleld stirtiségi oldatlépcsékon torténd elvalasztassal akar egy teljes cimerbdl ki-
nyerhetjitk a mikrospdréakat, illetve azok tenyésztési célra legmegfelel6bb halmazat.
A kecsegtetd lehet8ség kihasznaldsat azonban akadélyozza a kiszabaditott, még fejls-
désben lévé himivarsejtek csekély mértéki tenyészthetésége. Ezen a teriileten a j6vé-
ben, véleményem szerint, jelentds fejlédés varhato.

Kukorica-szovettenyésztési fejlesztéseink kivanatos jovébeli szerepe

Ahogy a 30-40 évvel ezel6tti névénytermesztési tankonyvekbdl is tanultuk, a kukorica
ma is kb. egynegyedét foglalja el a hazai vetéstertletnek. Ezen az egymilli6 hektirt
meghalado teriileten teljesen hattérbe szorultak a magyar nemesitésd hibridek, igy
tizmillidrdos vetémagpiaci nyereség élvezetétdl esiink el. Ma mér tudjuk, hogy nem
a vilagmeéretd hibridkisérletekben, hanem a bétermé vonalak nemesitésében rejlik a
sikeres kukoricahibridek elgéllitdsdnak kulcsa (Troyer és Wellin 2009). A kukorica-
vonalakat eddig dontéen a kiinduldsi anyagbdl kivalasztott egyedek annyi egymast
kovets nemzedékének ontermékenyitésével dllitottak els, amennyi a beltenyésztéses
minimum, a gyakorlati egyontetiiség eléréséhez sziikséges. Ez valtozé szamd, altala-
ban 6-8 nemzedéket igényelhet (Rober et al. 2005). Ennek a roviditésére egyre elter-
jedtebben hasznélatos a Chase-féle monoploid’ médszer napjainkra igen hatékony-
nya valt tovabbfejlesztett valtozata. A legjobb, anyai monoploidokat kivalté beporzé
vonalakkal 4tlagosan 8,1 (Rober et al. 2005) vagy 10% feletti (Rotarenco et al. 2010,
nem kozolt, Maize Genetics Cooperation Newsletter, 84) azoknak a megtermékenyiilt
és a szinkifejez6 gének segitségével kivalaszthaté szemeknek az ardnya, amelyekbdl a
fél kromoszémaallomany kettzésével kozvetlenil vonalak nyerhet8k, megtakaritva
a tobbnemzedékes ontermékenyités idé- és munkaigényét. A monoploidokkal foly-
tatott szelekci6 nemcsak idényerd, hanem nagyon hatékony is a szelekciés eléreha-
ladést tekintve (Rotarenco et al. 2012; Geiger és Gordillo 2009; Smith et al. 2008).

7 Megegyezik a haploiddal, de tudomanytorténeti és megkiilonboztetési okbol ez a kifejezés a termé-
szetesen, beporzas utan el6allt fél kromoszémaallomanyu egyedekre vonatkozik itt, mig a haploid kifeje-
zés a szovettenyésztés soran létrejott kromoszémaszam-csokkent egyedeket jeloli.
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Ez a kukoricanemesitésbe konnyen beilleszthet6 eljaras is tobb figyelmet érdemelne a
hazai nemesitési programokban. Az dltalunk kifejlesztett rendszer, amelyik nemcsak
az id6kozben szemléletvalté kukoricanemesitési ismereteket, hanem szévettenyész-
tési szakértelmet és felkésziltséget is igényel, a figyelemre mélté monoploid méd-
szerhez képest is tobb elénnyel rendelkezik a varhaté eredményességét illetéen. Erre
példat azok a martonvasari kisérletek szolgéltatnak, amelyek az in vitro® szelekci6 vo-
natkozéasaban vildgviszonylatban is uttérék (Ambrus et al. 2006; Spitké et al. 2006;
Darké et al. 2011). Megitélésem szerint a kiemelkedé agronémiai és szévettenyész-
tési tulajdonsdgokkal egyarant rendelkez6 genotipusainkra éptilg kukoricanemesitési
rendszertink éppolyan egyedi, mint az az egyedulillé sejt-névény rendszerink, amit
felhasznaltunk a kifejlesztéséhez. Ezért igéretes lehetdséget hordoz a hazai kukorica-
nemesités sikeresebbé tétele szempontjabdl.

Koszoénetnyilvanitas

Mid van, amit nem kaptal? (1Kor. 4,7). Mind a kukorica-virdgpor eredett H229, mind
az utédnemzedékében az éretlen csirdbol szarmazé HE/89 szévettenyészet bar hosz-
szt szelekciés és médszertani munka eredményei, a nem nyilvanvalé, korabban is-
meretlen hormonénellaté jellegiiknek koszonhetik egyedulallé (Armstrong 1999)
szovettenyésztési alkalmassagukat. Ez tette lehet6vé a raépulé géntranszformdcids
rendszer szabadalmazasat az Egyesiilt Allamokban. A mar emlitett szakmai el6dei-
men, alkotétdrsaimon kivil, akik kézul f6munkahelyemen kiilon tisztelettel adézom
Németh Jdnosnak, a fenti témdban hosszabb-révidebb ideig kézvetlen kutatétirsam
volt Olah Maria, Kegyes Gabriella, Szarka Béla, Gontér 11diké, Horti Tibor és Barkai
Tinde. Czollner Tunde agrarmérnok kiemelkedd kutatdasszisztensi ténykedése par
évre korldtozédott. A leghosszabb ideig Lajtosné Vincze Rozélia segédkezett elhiva-
tott laborasszisztensként. Bomba Lajosné, Gajdacs Klara, Lajtar Timea, Csatlés Maria
laboransként, Kiss Zoltanné technikusként, Czene Ilona, Bacsé Tiborné, Hajdu Réka
laborkisegit6ként dolgozott altaldban tobb évet a kozvetlen szovettenyésztési, neme-
sitési csoportban. Intézményunk vezetdi, a kukoricanemesitési és mas részlegek, ki-
l6nosen a miiszaki osztily munkatdrsai, akiket nem sorolok fel, szintén hozzajarultak
a fent tomoren leirt sikeres tevékenységhez. A szovettenyésztés hazai uttérs profesz-
szorai, Maréti Mihaly és Heszky Laszl6 igen lényeges alapismereteket, illetve segit-
séget nyujtottak. Az Egyesiilt Allamok egyetemeinek kézszolgalati elkotelezettsége,
amely révén rendelkezésiinkre bocsatottak a szelekcidhoz kiindulasul szolgalé kuko-
rica-genotipusokat, nélkilozhetetlen hozzajirulast jelentett. A tirsintézmény (MTA
SzBK) munkatarsai, kollégdi 4ltal megteremtett befogadd, 6sztonzé légkor, mddszer-
tani segitség meghatarozoé jelent6ségi volt kutatémunkankban, amiben Dudits Dénes
szerepe kiemelkeds. Hasonléan meghatdrozé volt a tudasunkat, felkésziltségiinket

8 Mesterséges, a kornyezo élovilagtol elzart korilmény (pl. Petri-csésze, lombik, miianyag csé stb.);
itt leginkabb szovettenyésztési feltételeket jelent.
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elismerd, és a kutatdémunkankat pénzzel, jogi hatérrel és emberileg segité Hochst AG,
kiloénésen is Giinter Donn szerepe a tudomanyos és a jelentds gazdasdgi siker eléré-
sében. Szileim, tandraim, feleségem, mds csalddtagok, baratok és tarsak sokréti ta-
mogatdsa szimomra ugyanannak az ingyen kegyelemnek a részét képezik, amelynek
révén a paratlan kukoricaegyedekre is szert tehettem. Koszénom a szerkesztSknek a
megtisztel§ felvételt a fejezetirdk sordba.
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IX. Honnan hova tart a zold agrar-biotechnologia
Magyarorszagon?’

DUDITS DENES

Osszefoglalas

1917-ben Ereky Karoly elsé6ként fogalmazta meg a biotechnolédgia definici6jat. Azdta ugyan megszakitd-
sokkal, de folyamatosan fejl6détt a magyar, névényekkel dolgozé zéld agrar-biotechnolégia. Sikeres te-
riilete a mikroszaporitas, amely elsésorban a viragokkal és a gytimélesfakkal foglalkozé cégek megalapi-
tasat tette lehet6vé. A névényi sejtek totipotenciajit igazold szomatikus embriogenezis szamos érdekes
fejlédésbiolbgiai kérdést vet fel, ezek tisztazasa érdekében keriilt el6térbe a sejtek osztddasat szabalyzo
molekularis folyamatok kutatdsa. A buza és a kukorica portoktenyészetekben eléallitott homozigdta,
dihaploid névények fontos szerepléi mind a martonvasari, mind a szegedi nemesitési programoknak.
A DNS-szekvencia alapu molekuldris markerek hasznalata segiti a nemesités mindennapi gyakorlatat,
a burgonya-, buza-, kukorica-, sz616- és paprikafajtak el6allitdsaban. Magyarorszagon a ndévényi génse-
bészeti munkak a 1980-as évek elején kezdédtek, az elsé transzgenikus (GM) névényt 1986-ban kozol-
ték. A hazai géntechnol6giaval térténd nemesités lehet6ségeit az Alaptoérvény jelenleg ellehetetleniti. Ez
gdtolja a kutatdsokat, és meger6siti azt a kordbbi tényt, hogy ezen a teriileten a hazai szellemi termékek

hasznosuldsahoz gyakran nemzetkézi partner szitkséges.

Summary

In 1917 Karoly Ereky has introduced the definition of biotechnology. From that timeon we can witt-
ness the continuous development of green agrobiotechnology in Hungary with some restrictive peri-
ods. Micropropagation represents a success fulfield primarily through the foundation of companies for
propagation of flowers and fruittrees. Somatic embryogenesis raises several interesting questions for
development biology, among those what are the key regulators of cell division cycleinplants. Production
of homozygote, dihaploid plant sinant hercultures of wheat and maize became a key component of the
breeding programs in Martonvaséar and Szeged. The use of DNA sequence-based molecularmarkers sup-
ports the every day practice of breeding potato, wheat, maize, grape and pepper. The geneengineering
researchin Hungary started in the early eighties and the first transgenic (GM) plant was published in
1986 from a Hungarian laboratory. Presently the Fundamental Law of Hungary restricts the potentials
of genetechnology-based breeding. It also prohibits basic science and strengthens the previous experi-
ence that the commercialization of novelties from Hungarian biotechnology research highly depends on
the collaboration with international partners.

9 A szerz6 koszonetet mond Godo Klardnak a fejezet lektordlasaért.
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Zold biotechnoldgia, a tudomanyteriiletek és technolégidk integratora

A biotechnoldgia sz6 emlitésekor az ember egyrészt korunk egyik modern csucstech-
nolégidjara gondol, masrészt a média jévoltabdl gyakran térsit negativ tizenet( kép-
zeteket kilondsen a mezégazdasagi biotechnolégidhoz. A biotechnolégia tarsadalmi
megitélését sokban rontja a genetikailag médositott szervezetek (GMO-k) mezdégaz-
daséagi alkalmazasat tilté hazai torvényhozas, illetve a célzatos félretdjékoztatds, hisz-
tériakeltés. Ugyanis a GMO-k nemesitése soran géntechnoldgiai és in vitro szovette-
nyésztési médszereket is hasznédlnak, amelyek a biotechnoldgiai fejlesztések kiemelt
jelent&ségii elemei. A biotechnoldgia és géntechnolégia a kéztudatban sokszor ugyan-
azt jelenti. Ez az atfedés azonban csak egyik megnyilvanuldsa annak, hogy a biotech-
noldgia szamos tudomdanyteriilet eredményeit hasznositja, és technoldégiai megolda-
sokban igen kiilonb6z6 szakmdk tevékenységére épit.

Mi, magyarok, hajlamosak vagyunk megfeledkezni el6deink nemzetkozileg is je-
lentds felfedezéseirdl, kezdeményezéseirdl. Ez tortént a ,biotechnolégia” mint ipari
tevékenység elsé megfogalmazdsival, hiszen &ltalanosan kevéssé ismert, hogy ez a
sz6osszetétel Ereky Karoly (1878-1952) magyar gépészmérnoktdl szarmazik. Fari
Miklés Gabor professzor kutatasainak koszonhetSen egyre tébbet olvashatunk arrdl,
hogy ,a biotechnolégia fogalménak megalkotéjanak munkassidga” milyen 4j gondola-
tokkal és technolégiai ujitasokkal szolgalt (Innotéka, 2011. augusztus—szeptember;
http://www.innoteka.hu/cikk/a_biotechnologia_fogalom_megalkotojanak_munkas-
saga.113.html). Ereky a ,biotechnolégia” széparositast 1917-ben, egyik el6adasaban
hasznalta el6sz6r, amikor ,munkagéprél”, ,,él6 munkagéprél”, végil ,biotechnoldgiai
munkagéprél” beszélt. Mint Fari Miklés Gdbor és Kralovanszky Ubul Pal 90 éves a
Lbiotechnoldgia”: az uj tudomdnyt megdlmodo Ereky Kdroly elfeledett elméleti és gyakor-
lati munkdssdga cimi tanulméanyabél megtudhatjuk, Ereky megfogalmazasa szerint a
biotechnolégia a ,munkaszervezés tudomdny (technolégia) 1ij, az élé szervezetekkel, mds
széval biolégiai munkagépekkel foglalkozo dga”, amely hasznosithaté termékeket 4llit
elé (http://www.ms.sapientia.ro/~kertesz/public/files/Oktatok/Benedek%20Klara/
tantargyak/biotechnologia/cikkek/Ereky_Karoly.pdf). Ereky polihisztorként nagyon
fontosnak tekintette a mez6gazdasag és élelmiszer-termelés eredményességének no-
velését. Ez napjainkban is az egyik legjelentésebb kihivas, amivel az emberiségnek
szembe kell néznie. A vildg egészében gondolkodott, amikor megallapitotta, hogy a
Fold élelmiszer-termelésének mennyiségét az a novénytomeg hatirozza meg, ame-
lyet a klorofilltartalmu sejtek termelni képesek. A természettudomanyok elméleti
eredményeire épitette fel a biotechnolégia harom alapkoncepciéjat, amelyeket els-
sz6r 1918-ban, a Biotechnolégia cimi dolgozatiban kozolt. Szitkségesnek tartotta an-
nak megismerését, hogy sejt- és molekulaszinten egy él6 organizmus belsé folyamatai
révén milyen biolégiai térvények alapjan, milyen kémiai és fizikai eljardssal dolgozza
fel az anyagokat hasznos termékké. A biotechnoldgia altala felvetett masodik elve arra
koncentral, hogy milyen médon lehet tokéletesiteni ezen organizmusok belsé mun-
kajat a hasznos végtermék eldallitdsa érdekében. A biotechnoldgia elveinek harmadik
alaptétele az, hogy a biotechnoldgia elméleti és gyakorlati fejlédésének gazdasagi lét-
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alapjat a haszon termelése hatarozza meg. Ereky Karoly munkdassiga elsésorban az
agrartevékenység teriletére esett.

Napjainkban &ltalanos érvényiinek az OECD definiciéjat fogadhatjuk el, miszerint
,»a biotechnolégia a tudomdny és technologia alkalmazdsa él6 szervezeteken, azok részein,
termékein vagy modelljein azzal a céllal, hogy megvdltoztassunk él6 vagy élettelen anyago-
kat tudds, termékek vagy szolgdltatdsok létrehozdsdért”. Ez a megfogalmazas szellemisé-
gében sokban megfelel Ereky elképzeléseinek. Nyilvan a kozel szaz év alatt gyokeresen
megviéltoztak az él6 szervezetek miikodésérsl alkotott ismereteink és a technoldgiai
lehet8ségek, ami a biotechnolégia felértékel6dését is eredményezte. Ereky masik igen
figyelemremélt6é megéllapitisa az, hogy ,az egész él6vilag ugyanazokbdl a vegyule-
tekbdl épil fel, az egész él6vilag minden egyes sejtje — elkezdve a lithatatlan bacilu-
soktdl fol a legnagyobb szarazfoldi emlésig és a terebélyes tolgyfaig - ugyanezekbdl
a szerves és szervetlen épit6kovekbdl all, csupan a felépités médjaban kilénboznek
egymdstol”. Ma a genomika korszakdban kibévithetjik ezt a gondolatot azzal, hogy
az életfunkcidkat irdnyité genetikai program felépitésében és miikodésében is jelen-
tés hasonldésagokat figyelhetiink meg, ha az evolucids térzsfa tavoli dgain elhelyez-
kedé é16 szervezeteket hasonlitjuk 6ssze. Ezért beszélhetiink egységes biotechnolé-
giai szemléletrdl és metodikai eszkoztarrdl annak ellenére, hogy megkilonboztetink
piros (orvosi, gybgyszeripari), zold (agrar- és élelmiszer-ipari) vagy fehér (ipari és kor-
nyezetvédelmi) biotechnoldgiat.

Abiotechnolégia mint gazdasagi tevékenység valamennyi tertletén a miikodés gaz-
dasagossaga elsédlegesen a fehérjék, az enzimek, a sejtek, illetve az é16 szervezetek bi-
olégiai sajatsdgaitdl, teljesit6képességétdl fugg, amit a fenotipus-paraméterek dsszes-
ségének tekinthetiink. A fenotipus alakitdsiban mind a genetikai, mind a kérnyezeti
faktorok komplex médon, kélcsonhatasaik révén vesznek részt. Ezért a biotechnolé-
giai tevékenység integrans részét képezi a génallomany folyamatos javitdsa, valamint
a tenyésztési, termesztési technolégidk optimalizdlasa. A genomok célirdnyos szer-
kesztését a genomprogramok alapozzidk meg. A nagy teljesitményli DNS-szekvena-
torok elterjedésének koszénhetéen folyamatosan béviil azoknak a szervezeteknek a
kore, amelyek esetében ismert a teljes genetikai kéd, és informatikai programokkal
megbecsiilhet6 a gének szama. Ha a fontosabb termesztett névényeinket nézziik, ez
az érték 27-47 ezerre becsiilhet§ a fehérjéket és néhdny szazra a szabalyzé szerepet
jatsz6 mikro-RNS-eket kddol6 gének esetében. A géntechnolégia médszereivel lehe-
t6ség van a kivélasztott funkciét bet6lts fehérjék génjeinek izolalasira. Sét, in vitro,
kémcs6ben médosithaté a gének szerkezete, igy példaul a szabalyz6 DNS-szakasz, az
un. promoter kicserélésével tobb fehérjetermék szintézise biztosithaté, ha ezt a re-
kombindns DNS-molekulat visszaépitjiik a sejtekbe, majd transzgenikus névényeket,
koznyelven szélva GMO-kat neveliink fel. Az 4j génkombinaciét hordozé névénye-
ket szdmos nemesitési programban felhasznaltdk, és az igy eléallitott GM-fajtakat
2012-ben mar 170 milli6 hektaron termesztették (Dudits és Gyorgyey 2013).

A biotechnoldgia szerepvallaldsa kiemelt jelentéségii a novénynemesitésben. Ha
elfogadjuk Ereky mdsodik elvét, akkor a névénynemesitést is biotechnoldgiai aktivi-
tasnak tekinthetjik, hiszen az els6dleges nemesitési cél a fajtdk termésbiztonsaganak
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folyamatos javitasa. Az agrarium teriiletén éppen a névénynemesitdk sikerei szolgal-
tatnak példat arra, hogy a tudoményos ismeretek milyen eredményesen jelenhetnek
meg Ujabb és jabb mddszerek formdjaban, ezért sikeres a genetikai teljesitéképes-
ségjavitasa, és emiatt sziiletnek folyamatosan versenyképes fajtak. Nincs ez masként
napjainkban sem. Az éltaldnosan és eredményesen alkalmazott nemesitési médsze-
rek, a keresztezés és a szelekci6 mellett a géntechnolégia egyre inkabb dominans sze-
repet kap. Igy a molekularis markerek hasznalata szinte nélkiilozhetetlenné valt a
preciziés szelekciés munkaban. A kromoszémaékon térképezett genetikai markerek
lényegében DNS-szekvencia informaciét hordoznak, amelyek kapcsoltsigot mutat-
nak a meghatdrozott fenotipusos bélyegek megjelenésével. A genomi vagy cDNS-ban-
kokbol torténd génvadaszat soran szamos fontos agrondmiai gén izoldlasit tette lehe-
t6vé a nagy felbontasd, molekularis marker alapt genetikai térképek hasznélata. Mig
a genetikai alapok jellemzését szolgdl6 genomikai mddszerek szédité sebességii fejls-
dését lathatjuk, addig a fenotipus nagy pontossagu, kvantitativ jellemzésére kevésbé
allnak rendelkezésre médszerek. Csak az utdbbi években lehetiink tandi a fenomika
mint faggetlen tudomanyag kibontakozasanak. A novények tulajdonsagainak képal-
kotdsi rendszerekkel vald felvételezését nagy egyedszam bevondséaval lehet elvégezni.
A digitalis adatok feldolgozasat specidlis informatikai programok teszik lehet6vé.

A z6ld biotechnoldgia tradiciondlisan jelentds dga a névényi sejtek, szévetek te-
nyésztése sterilen, mesterséges taptalajon. A molekuldris és fejlédésbiolégiai ismere-
teket hasznosité technoldgidk segitségével szamos névény gazdasigos szaporitdsat
valésitottdk meg. Az in vitro tenyészetekben torténd mikroszaporitas alapjat a no-
vényi fejlédési program flexibilitdsa adja, ami a névényi Gssejtek totipotens fejlédési
képességén alapszik.

A fentieken tul a z6ld biotechnolégiat megalapozé tudomanyok kozott kell meg-
emliteni még a mikrobiolégidt, a biokémidt, a biofizikit, az immunoldgiat és az in-
formatikat. A mérnoki tudomanyok koéziil pedig a mérés- és szabalyozistechnikat, az
uzemtervezést, illetve tizemszervezést. A kornyezetvédelem és a fenntarthaté fejls-
dés kihivasainak megoldasaban a biotechnolégia szintén szerepet kap. A névényekkel
megvaldsithaté méregtelenités, az Gn. bioremediacié mellett a biotizemanyag el64lli-
tasa is sok vonatkozdsban megfelel a biotechnolégia definici6éjanak.

A kovetkez6 fejezetekben a teljesség igénye nélkiill mutatjuk be, hogy milyen ha-
gyomanyokkal rendelkezik Magyarorszagon a z6ld biotechnolégia, melyek a jelenleg
foly6 tevékenység f6bb tertletei, és mitél fugg a jovébeni sikeressége.

A novényi szovettenyésztés kezdetei; mikroszaporitd cégek
és fejlédésbioldgiai kutatasok

A novényi szovettenyésztés torténetének kezdetei, a koncepcionalis alapok megfo-
galmazasa egy magyarorszagi sziiletésii osztrdk botanikushoz vezetheték vissza.
Gottlieb Haberlandt (1854-1945) professzor Magyar6varon (Altenburg) sziiletett, és
1902-ben a Német Tudoméanyos Akadémian tartott el6adasaban szamolt be az izolalt
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novényi sejtek tenyésztésével kapcsolatos kisérleteir§l. A fotoszintetizald, differen-
cidlt sejteket sikeriilt cukorral kiegészitett Knop-oldatban életben tartania, a sejtek
azonban nem osztdédtak. Vizsgélatai kapcsan felvetette a névényi sejtekbél torténd
noévényregeneracio lehetéségét. A sejtek totipotencidjat, vagyis azt, hogy vegetativ
sejtekbdl névényi szervek, azaz hajtasok és gyokerek differencidlhatéak, Orsés Ottéd
(1911-1939), a magyar névényi szovettenyésztés kiemelkedd egyénisége kisérletek-
kelisigazolta. Karaldbégumokbdl kiviagott szoveteken kalluszképzédést, a differencia-
latlan sejtek burjanzasat figyelte meg. A szévetek kivonataval un. ,szervképz4” ha-
tast tudott elérni. A hajtisképzbdést és a gyokeresedést kovetben talajba kitltethetd
novényeket nevelt fel. A névényi szovettenyészetekkel végzett kisérletezés az 50-es
években is folytatédott. Rédei Gyorgy (1921-2008) buzaembridkat és ovariumokat
tenyésztett in vitro. Maré6ti Mihaly (1917-2009), az ELTE professzora bab gyokér- és
hajtaskultardkat tanulmdnyozott, és munkdssidganak koszénhetd az elsé ilyen targya
tankényv, A novényi szévettenyésztés alapjai megjelentetése 1976-ban. Tanitvinyaival
egyiitt szervezték meg az elsé mikroszaporité laboratériumokat. Szimos mikrosza-
poritasi technoldgiat sikertlt elsésorban a kertészeti névények esetében bevezetni,
és tobb cég is alkalmazta azokat. A hazdnkban foly6 sejtgenetikai és szévettenyésztési
munkdkrél korai attekintést ad a Bioldgiai Tanulmanyok sorozatban Dudits Dénes,
Maliga P4l és Farkas Gabor szerkesztésében 1979-ben megjelent kotet, A novényi sejt-
genetikai és szovettenyésztési modszerek alkalmazdsa.

Az in vitro tenyészetekben torténd névényszaporitds tobbféle fejlédésbioldgiai el-
vet kovethet. Ha merisztematikus szovetet tartalmaz6 névényi részt, gyakran haj-
tascsucsot hasznalunk tenyésztésre, akkor a hajtasok szdmanak megsokszorozéddsa
Uj oldalhajtasok (axildris hajtasok) megjelenésével kezdédhet el. Szaporitas céljabdl
a tenyészté taptalajra helyezett hajtdsok alapi részén kifejlédostt tjabb hajtasok, il-
letve a rugyekkel rendelkezé oldalhajtasok darabjait lehet felhasznalni. A jarulékos
hajtasképzédés serkentésében a citokininek eredményesen hasznalhaték. Ameny-
nyiben néhdny tized milliméter nagysagi merisztémacsicsbdl térténik a szaporitas,
akkor virusmentes névényeket nyerhetink. A hazai mikroszaporité laboratériumok
gazdasigos muikodtetését megneheziti, hogy éltalaban alacsony a szaporitdsi rata,
ami a névények rossz tulélési képességével parosulhat. Nagy a miveletek élémunka-
igénye, és koltséges berendezésekre van szitkség. Mivel a novényeket termosztatszo-
bakban, mesterséges megvilagitis mellett neveljik, ez tovabb néveli az 6nkoltséget.
Az 1990-es éveket kovetben visszaesett a kereskedelmi mikroszaporité cégek szama,
de napjainkban is folytatédik ez a tevékenység, sok esetben nagy hagyomanyokkal
rendelkez6 laboratériumok utédaiként. A Kertész Msz Mikroszaporité Laboratériumot
1973-ban alapitottdk Szombathelyen orchidea szaporitdsara, de azéta kibévilt a sza-
poritott névények kére. A 2006-ban alapitott Obuda Kert Kft. az Obuda Kertészeti
Kft. szakmai utéda, amely kérokoz6-mentesitést és gyors névényszaporitast végez,
elsésorban disznovények, gyiimolcstermé névények, egynyari és fliszernovények ese-
tében. A Flora Kft. (Kecskemét) jogel6dje 1986-ban Gerbera-fajtak mikroszaporitasa-
val kezdte meg a miik6dését Budapesten. Jelenleg a fas szara névények koziil Rhodo-
dendronok, Betula-, Sorbus-, Magnolia-fajtak, alma- és 6szibarackalanyok, dfonya és
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kivi, a lagyszart novények kozill Hosta- és Hemerocallis-fajtak, bandnok és trépusi
vizinovények mikroszaporitdsihoz sziikséges technolégiaval rendelkeznek. Az Al-
lami Gyiimélcs- és Disznévénytermesztési Kutatd-Fejlesztd Kozhasznii Nonprofit Kft. érdi
Mikroszaporité Laboratériumat Vértesy Judit alapitotta az 1970-es években. A labo-
ratérium feladata elsésorban a virusmentes gyiimoélcs-szaporitéanyag eléallitasa volt,
a késébbiekben ezek koziil a csonthéjas alanyok kertltek elstérbe. A Fertédi Gyiimélcs-
termesztési Kutato-Fejleszté Intézet Nonprofit Kozhasznu Kft. jogelédjeiben mikrosza-
poritasi és virusmentesitési technolégidkat dolgoztak ki Zatyké Jozsef vezetésével,
els6sorban a bogyés gyumolcstiek szamdara. Keszthelyen a Burgonyakutatdsi Kozpont
a Pannon Egyetem keretei kozt mikodik. A burgonyanemesités és fajtafenntartds in-
tegrans eleme az in vitro szaporitds, amelynek fontos részét képezi a virusmentesités.
A burgonya szovettenyésztd laboratérium megalapitdsa Polgar Zsolt nevéhez f(iz6-
dik. A burgonyanévények in vitro fejlédott miniguméval is szaporithatok, ami a kér-
okozoktdl valé mentességet biztositja. A gumdképzés hatékonysiga fiigg a fajtatol és
a tenyésztéshez hasznalt hormonok kombinéciéjatél (Dobranszki et al. 2008). A ker-
tészeti névények mikroszaporitasi médszereinek kidolgozasa érdekében jelentés ku-
tatdsok folytak Magyarorszagon (Jamborné Benczuir és Dobranszki 2005). Tébb no-
vény, példdul az alma vagy a Philodendron tuxlanum esetében igazolhaté a citokininek
kiemelt szerepe és mas stimulatorok pozitiv hatdsa (Jamborné Benczur és Marta
1990; Toldi et al. 1996; Tantos et al. 2001; Dobranszki et al. 2005). A Semmelweis
Egyetem Gyégyszerésztudomdnyi Kardn a Farmakognoziai Intézetben (kordbban Gyo6gy-
névény- és Drogismereti Intézet) Verzarné Petri Gizella és Széke Eva professzorasz-
szonyok a gyégynovények, példaul a Datura innoxia Mill szévettenyészeteit, illetve az
in vitro gyégynovénykultarak hatéanyagképzését tanulmdanyozzik.

Amennyiben merisztéma nélkiili széveteket visziink mesterséges taptalajra, az au-
xin és citokinin tipust névényi hormonok kivélthatjdk a merisztémak és igy a hajtasok
kialakulasat. Az 1. dbra példaként bemutatja, hogy a csdszarfa (Paulownia tomentosa)
levélnyélszéveteiben nagyszamu hajtas differencidlédasa indithaté el indolecetsavat
(IES) és thidiazuront (TDZ) tartalmazé taptalajon. Ilyenkor kézvetlen organogenezis-
sel jarulékos hajtasok differencidlédhatnak. Ez a folyamat a legkiillénb6z6bb névényi
szervekben valthatd ki, és szintén a tdmegszaporitas alapjdul szolgilhat. A névényi
sejtek totipotencidjdnak kialakuldsa feltételezi az osztédé sejtek dtprogramozddésat
és az Gssejtek megjelenését. In vivo az Essejtek a hajtas-, illetve gyokércsicsi merisz-
témakban taldlhatok, és két megkulonboztetett képességgel rendelkeznek. Egyrészt
specializilt sejtekké alakulhatnak &t, és ezzel biztositjak példaul a levélkezdemények-
hez vagy a gy6kér novekedéséhez sziikséges sejtutanpdtlast. Masrészt 6nmaguk meg-
Ujitdsaval fenntartjak az Gssejtek szamat és a merisztéma allapotot. Ezzel teremtik
meg annak feltételét, hogy a merisztémak egy életcikluson 4t mitkédhessenek, és fo-
lyamatosan j levelek, hajtasok vagy gyokerek alakulhassanak ki. Tenyésztett széve-
tekben a kalluszszévetek képz6dése soran a taptalajba adott hormonok hatasara is
kialakulhatnak &ssejtek, ami lehetévé teszi a hajtas- vagy gyokérmerisztémdk meg-
jelenését, majd a szervek differencidlédasat. Morfogenezisre képes kalluszokat igen
sok esetben a 2,4-dikl6rfenoxiecetsav (2,4-D), egy szintetikus auxin hatasaként nyer-
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hetiink. Fajonként, s6t genotipusonként, illetve a kiindulasi szévet tipusatdl fiiggéen
is ktlonboz6 lehet a kalluszszovetek regeneracios képessége. A gabonafélék éretlen
embridit gyakran hasznaljak regenerdcidra képes tenyészetek inditdsdhoz (Purnhau-
ser et al. 1987; Felfoldi és Purnhauser 1992). A kaldszorsé eredeti kalluszszévetekbél
a 2,4-D megvondsa utdn lehetett buzanovényeket regenerdlni (Dudits et al. 1975).
Jafari és munkatarsai (1995) nyér levélnyélbél szarmazé kalluszokban indukaltdk a
noévények differencidlédasat. A sejtfaluktél megfosztott névényi sejtek, az an. pro-
toplasztok, szintén tenyészthet6k mesterséges taptalajon. A burgonya levéleredeti
protoplasztjai példaul a sejtfal Gjbdli szintézise utan osztddni képesek, és a képzsds
kalluszszovetekbdl novények regeneralhaték (Fehér et al. 1989).

A novények egyik fejlédésbioldgiai érdekessége, hogy ivaros folyamatok nélkdl,
a testi sejtekben is elindulhat az embridkra jellemz6 fejlédési program. A sejt- és szo-
vettenyészetekben differencidlédott Un. szomatikus embriék szintén felhasznalhaték
mikroszaporitdsi rendszerekben, ezért is fontos megérteni, milyen molekularis fo-
lyamatok zajlanak le az embriogén allapot kialakuldsa soran. Az ilyen kutatasokhoz
sziikség van olyan névényanyagra, melynek szévettenyészetei embridk differencialé-
déséra képesek (Gyulai et al. 1993). Az MTA Szegedi Biolégiai K6zpont (SZBK) No-
vénybiolégiai Intézetében Dudits Dénes kutatécsoportja a lucerna A2 genotipusra
épitett kisérleti rendszerrel vizsgélta ennek a jelenségnek a molekularis és sejtbio-
l6giai alapjait (lasd 6sszefoglalé kozlemények: Dudits et al. 1991, 1995; Fehér et al.
2003). Az éveken at tanulmanyozott egyik kisérleti rendszer alapjit az a megfigyelés
adta, hogy az A2 lucernalevél protoplasztjaibdl szarmazé sejtek alacsony koncentra-
ci6ju 2,4-D (1puM) jelenlétében hig, vakuolizilt citoplazmaval rendelkeznek, és az elsé
osztédasok eredményeként gyakran nem alakul ki polaritas, azaz a képz6dé lednysej-
tek kozel azonos méretiiek. Ez a fejl6dési ut kalluszszovetek kialakulasdhoz vezet. Ha
a levélprotoplasztokat magas koncentriciéju 2,4-D-t (10puM) tartalmazé téptalajon
tenyésztjik, akkor a sejtek kisebb mérettiek, siirid citoplazmaval rendelkeznek, és az
els6 osztddas sok esetben aszimmetrikus, egy kisebb és egy nagyobb lednysejtet hoz
létre. Ez a polarizalt sejtallapot kiindul6pontja lehet a szomatikus embridk kialakula-
sanak (2. abra, Bogre et al. 1990). Egy masik lucerna genotipus (RA3) hasznélataval
még jobban lehetett kontrollalni az embrié indukciéjanak korilményeit (Gysrgyey et
al. 1991; Dudits 1999). Lucernalevél-darabokbol 25uM naftilecetsav (NES) és 10uM
kinetin (KIN) hat4séira agar taptalajon kalluszszévetek képzédnek. Ha a kalluszszove-
teket hasonld 6sszetételd folyadékkulturdban tenyésztjik, akkor fennmaradt a dedif-
ferencidlt sejtéllapot. Amennyiben ezeket a sejteket csak roévid idére (5 perc — 3 nap)
magas koncentriciéja, 100puM 2,4-D és 10puM KIN keverékével kezeljik, akkor az emb-
riogén program elindul, és hormonmentes taptalajon szomatikus embridk fejlédnek
ki. Lucernasejtek vizsgdlatdval a szomatikus embriogenezis tobb fontos sajatossagat
lehetett megfigyelni. Igy az embriogén vélaszt az jellemzi, hogy a protoplaszt eredett
sejtek kordbban osztédnak, a vakuélumuk erételjesebben lagosodik, és korabban hal-
moznak fel indolecetsavat (IES), mint a dedifferenciélt kalluszsejtek (Pasternak et al.
2000). Tobb évvel késébb masok vizsgalatai kiegészitették ezt a megfigyelést. A haj-
tasmerisztémat jellemz6 Gssejtekben aktiva WUSCHEL (WUS) homeodomain fehérje
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génje. Az embriogén kalluszokban a bels6 auxin (IES) szint szabalyozza a WUS gén
kifejez6dését, ami a szomatikus embridk kialakuldsdhoz sziikséges (Su et al. 2009).
A nitric-oxid stimulalni képes a sejtosztéddsok aktivacidjat és az embriogén sejtek
kialakulasat (Otvos et al. 2005). Az embriogén és kallusz tipusu sejtekbél készitett
cDNS-molekuldk populdcidinak 6sszehasonlitasakor a stresszfehérjék génjei (glutat-
ion-S-transzferaz, PR-10 patogenezis fehérje), az ARF-kis GPT-4z génje vagy a sejt-
osztédassal kapcsolatos riboszomdlis S3a génje megnovekedett aktivitdst mutatott
mind az embridk indukcidja, mind az embriogenezis soran (Domoki et al. 2006). Az
embriogén sejtallapot kialakuldsa a tenyésztett testi sejtekben osztédas soran kévet-
kezhet be. Igy a sejtosztoddsi ciklust szabdlyzo gének és fehérjekomplexek megismerése
nélkul nehéz feltarni e killonleges fejlédésbioldgiai jelenség sajatossagait. A névények
sejtosztodasi ciklusdnak kutatdsdban 4j fejezet kezd6dott 1991-ben, amikor hirom
kutatdcsoport is lekozolte a novényi ciklinfuggs kinazok (CDK) génjeinek sikeres izo-
lalasat. A szegedi laboratérium, bécsi kutatékkal egyiittmiikédésben, a lucerna gén-
jét klénozta meg (Hirt et al. 1991). Ezt kovette a lucerna ciklin génjeinek izolalasa
és jellemzése (Hirt et al. 1992). Az SZBK-ban végzett sejtcikluskutatds nemzetkozi
elismerését jelentette 1995-ben az Eurépai Molekularis Biolégiai Szervezet (EMBO)
szeminariumanak megszervezése Szegeden. Az ehhez kapcsol6dé kiadvany Plant cell
division cimmel jelent meg 1998-ban (szerk. D. Francis, Dudits D., D. Inzé. Portland
Press, London). A szegedi, éveken at foly6 kutatas eredményei hozzajarultak ahhoz,
hogy javasolni lehessen egy dltaldnos modellt arrél, miként vesznek részt a sejtciklust
szabalyz6 elemek a novények fejlddésének és névekedésének iranyitasdban (lasd sz-
szefoglalé cikk Dudits et al. 2011, illetve Magyar Zoltdn fejezete).

Mivel a névényi sejt- és szévettenyészetekben teljes értékd, talajba kitltethetd
novények regenerdlhatdk, ezért akar a sejtek, akar a protoplasztok hasznos eszkézei
lehetnek az Gj génkombinacidk létrehozdsanak és a nemesitési alapanyagok el6allita-
sanak. A Gabonakutaté Non-Profit Kft.-ben Mérocz Sandor t6bb évtizede végez sze-
lekciét olyan kukorica genotipusok elééllitdsa érdekében, amelyek rendelkeznek az
embriogenezis képességével még protoplaszt eredetii tenyészetekben is (Mérocz et
al. 1990). A HE/89 szintetikus genotipus éretlen embri6ibél kiindulva sikertlt olyan
szuszpenziés kulturat létrehozni, amely hosszabb ideig protoplasztforrasként szol-
galhat. A protoplaszt eredet mikrokolénidkbdl akdr embriogenezissel, akar hajtasre-
generaci6val kukoricanévények nevelhet6k fel (részletek Moérocz Sandor fejezetében).
A szomatikus embridkkal végzett mikroszaporitds gazdasagilag is életképes lehet6-
ségét bizonyitjdk azok a technolégidk, amelyek Marton Laszl6, az Egyesiilt Allamok
Dél-Karolinai Egyetemének (University of South-Carolina, Columbia-SC) professzora
és Fari Miklés Gébor professzor (Debreceni Egyetem) egyuttmiikodéseként keriiltek
bevezetésre az olaszndd (Arundo donax L.) tomeges szaporitdsdra. Az olasznad jelen-
tés figyelmet kap egyrészt celluléz alapu bioenergia-forrasként, masrészt a talajok
méregtelenitésére alkalmas novényként. A megnévekedett szaporitéanyag-igények
kielégitését teszi lehet6vé a szomatikus embridk eléallitasa. A virdgzas elétti virdg-
zati buga szoveteibdl inditott steril tenyészetek rendelkeznek a szomatikus embrio-
genezis képességével. Kifejlesztésre kertlt az un. mesterséges ovdrium késziilék (Fdri,
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P 09 00018 sz. HPO szabadalom, 2009, Budapest), amellyel biztosithaté az embriogén
allapot kontrollalt, folyamatos indukcidja és fenntartasa, tovabba az ilyen tenyésze-
tekben szinkronizalt médon zajlik az un. ,syn-plant” gyokeres névénykék regeneral-
tatdsa. A forgalmazasra alkalmas szaporitéanyag elééllitisa a MOP Biotechnolégiai
Kft. kozremiikodésével torténik. A mikroszaporité tevékenység gazdasigossa tétele
érdekében sziikség van az automatizalasi rendszerek kiterjedtebb hasznalatara. Igy a
Clonmatic (Hollandia, Kertész Tsz) berendezéssel nagy mennyiségi steril taptalaj ké-
szithet6 és adagolhaté. A fejlesztések soran bioreaktorok tesztelése is indokolt (Mé-
szaros et al. 2006; Dobranszki et al. 2008).

In vitro nevelt dihaploidok a névénynemesitésben

A z6ld biotechnolégia szdmos innovativ lehet8sége kozil az in vitro tenyészetekben
eléallitott homozigdéta novények azok, amelyeket a nemesitési programokban kozvet-
lenil felhasznalnak, és amelyek hozzédjarulnak az 4j, versenyképes fajtak, hibridek
sziiletéséhez. Ezek az in. dihaploid genotipusok felgyorsithatjdk a gén- és allélvarian-
sok rogzitését, a genetikai térképezést. A névények nemesitéjének elsédleges célja a
termésbiztonsag, a termesztett novények bioldgiai teljesitéképességének folyamatos
javitdsa. Fontos gazdasagi novényeinknél jelentds genetikai el6rehaladdst eredmé-
nyezhet az iin. heterézis- vagy hibridhatds. Ilyenkor az dntermékenyitéssel létrehozott
beltenyésztett vonalak keresztezésébdl szarmazo hibridek t6bb agronémiai tulajdon-
sdgban is felil tudjdk mulni a szul8i vonalakat. Eurépdban elséként Papp Endre allitott
el6 kukoricahibridet (Mv5) Martonvasaron. A hibridnemesités hatékonysagat nével-
heti, ha nem kell 6-8 genericién 4t végezni az 6nbeporzast, és felgyorsithaté a ho-
mozigéta novények eldéllitasa. Erre ad lehetGséget az ivarsejtek totipotencidja azzal,
hogy éretlen pollenszemekbél a fajra jellemz6 kromoszémakészlet felével rendelkezé
novények, haploidok nevelheték fel akar portok-, akdr mikrospéra-tenyészetben. Ha
spontdn médon vagy kolchicin-kezeléssel megduplazédik ez a haploid kromoszéma-
garnitura, az ilyen névényekben homozigéta génallomany alakul ki. A dihaploidokat
keresztezve tesztelhet6 a rekombinal6dé képességiik, és kivalaszthaték a legnagyobb
heterézist biztosité szuléi genotipusok. Homozigdta dllapotban megjelennek a recesz-
sziv gének fenotipusos hatdsai, igy a gének térképezése eredményesen elvégezhetd.
A dohiény a szévettenyésztési kutatas tradicionalisan kedvelt novénye, mert kény-
nyen lehet a legkiillonb6z6bb széveteibél novényeket regenerdlni. A portok eredetii
haploidok, illetve a homozigéta diploidok el8éllitisdban is ezzel a névénnyel sziilet-
tek az els6 hazai eredmények (Heszky 1974). A gabonafélék sejtjeiben sajnos sokkal
nehezebb az embriogén fejlédési ut kialakitdsa, és ez a képesség fajonként, s6t geno-
tipusonként is igen jelentésen valtozik. Mégis, révid idén belil sikertlt rizs haploi-
dokat is el@éllitani (Heszky—Pauk 1976; Heszky et al. 1991). Ezek a kutatasok vezet-
tek el a DAMA rizsfajta (1992) megsziiletéséhez, amely az elsé biotechnoldgiai titon
elgéllitott fajta Magyarorszagon, amelyet két évtizeden at termesztettek (Heszky et
al. 1996). Erthets okokbdl a kukorica és a biiza portoktenyészetek kutatasa a két leg-
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jelentésebb hazai gabonanemesité intézetben folyik intenziven. A Barnabds Beata
vezette kutatdcsoport kinai szarmazasa tenyészanyagokbél (Chi592) keresztezte at
az androgenezis képességét a martonvasari elit beltenyésztett torzsekbe (Barnabas
2003; Barnabas et al. 2005). A haploid indukciés gyakorisdg egyértelmi genotipus-
fuggést mutat, és a kalluszszovetek akar embriogén, akar organogén véilaszt adhatnak
(Spitké et al. 2006). A genetikai meghatdrozottsag teszi lehet6vé, hogy nemesitést le-
hessen végezni a javitott in vitro haploid indukciés, illetve regeneraciés képesség ki-
alakitasa érdekében. A korai ultrastruktira vizsgilatok szerint a vegetativ sejt vesz
részt a tobbsejtes pollen kialakitdsdban, amelyekbdl embrioidok fejlédhetnek (Bar-
nabads et al. 1987). A mikrotubulust gatl6 kolchicin j6 hatékonysaggal alkalmazhaté a
haploid genom megdupldzéiséira és homozigéta kukorica névények eléallitdsara (Bar-
nabds et al. 1999). A kukorica portoktenyészeteket sikeresen lehetett felhasznalni az
oxidativ stresszel szemben tolerans dihaploid névények szelekcidjéra, stresszt indu-
kal6 vegytiletek jelenlétében (Ambrus et al. 2006). A kukorica biotechnolégidjahoz
hozzitartozik, hogy izolalt éretlen pollenszemekbdl, mikrospdrakbdl is haploid nové-
nyek nevelhetgk fel (Szarka et al. 2001).

A buza portok- és mikrospora-tenyészetek mindkét intézetben kiemelt kutatasi ob-
jektumok. Az egyedi kromoszémakicserélddéseket hordoz6 buizavonalak segitségével
meg lehetett allapitani, hogy a 7A és az 1B kromoszéméknak erés hatasuk van a kal-
luszképzbdésre, mig a 3A és 2D kromoszémak jelenlétében a z6ld névények regenera-
ci6s gyakorisaga valtozott (Szakacs et al. 1988). Sigi és Barnabds (1989) kimutatta a
citoplazma hatdsok jelent8ségét a buza portokkultirdk produkciéjdban. Pauk Janos,
Kertész Zoltan és Barabas Zoltan szegedi kutaték 1988-ban kozolték, hogy buzans-
vényeket neveltek fel portokkultiraban (Pauk et al. 1988). Késgbb értékelték a dihap-
loid vonalak agronémiai sajatossagait (Lokos Téth et al. 1997). Ezekbdl a munkdkbdl
sziiletett meg a GK Délibdb nevl minésitéssel rendelkezé fajta, amelynek létrehoza-
sakor a haploid technolégiat kombinaltak a hagyomanyos nemesitési miiveletekkel
(Pauk et al. 1995). A martonvasari buzanemesitésben is szerepet kapnak a biotech-
nolégiai eljarasok (Bedé et al. 1999). A gabonafélék, igy a buza termése, az érett szem
kifejlédése a megtermékenyitéssel veszi kezdetét. E gazdaségilag is jelents bioldgiai
folyamat megértését segitheti, ha in vitro tenyészetekben tudjuk vizsgélni az izolalt
petesejtek megtermékenytlését, a zigdta fejlédését. A martonvasari kutatdk sikere-
sen izolaltak életképes buzapetesejteket a német egytittmikéds partnerrel, majd az
ivarsejtek elektrofuzidjaval osztédasra képes zigotat hoztak létre (Kovacs et al. 1994,
1995). Kedvezdbb és hatékonyabb kisérletezést tesz lehetévé, ha a megtermékenyi-
tést in vivo végezzik el, és a kipreparalt zigdtat tenyésztjuk. Bakos és munkatérsai
(2003) a fertilis buzansévények izolalt zigdtakbol torténd felnevelésérdl szamoltak be,
amelyeket mikrospéra eredet(i dajkasejtek jelenlétében tenyésztettek. A nem rokon
novények hibridjei értékes nemesitési tenyészanyaggal szolgalhatnak. A tavoli hib-
ridiz4ciét a megtermékenyitést kiséré osszeférhetetlenség jelentésen korlatozhatja.
Ezért igen izgalmas az a lehet6ség, hogy a kukoricapollennel megtermékenyitett bu-
zazig6takat tenyészetben lehet nevelni. Ez a beavatkozas lényegében aktivélta a buza-
petesejteket, és haploid névények fejlédtek. A rizspollennel tortént megporzasbdl a
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haploid, illetve dihaploid buza genomméretével rendelkez6 névényeket sikerlt fel-
nevelni. A kialakult genomok flow citometridval torténd jellemzése nem ad informa-
ciét arrdl, hogy tortént-e génatépiilés ezekben a zigétakban (Bakos et al. 2005; Bakos
2007). A tenyészetben nevelt petesejtek, illetve zigétdk specidlis objektumok lehet-
nek az idegen DNS mikroinjektdlasdhoz is (Pénya et al. 1999).

A portokkulturdk nyujtotta lehetéségeket tovabbi névények esetében is hasznosit-
jak. Igy Monostori és munkatarsai (2003) az arpamikrospérak hormonmentes tap-
oldattal torténé tenyésztésével tudtak embridkat differencidlni. A paprika portokte-
nyészetek esetében szintén kimutathaté volt a genotipusfiggé indukcids gyakorisdg
(Mityko et al. 1995). Erdekes, hogy ebben a rendszerben is, hasonléan a lucerna szo-
matikus embriogenezishez (Gyorgyey et al. 1991) megfigyelhet$ a hésokk fehérjegén
aktivaciéja (Barany et al. 2001). Ezek a megfigyelések megerésitik, hogy a fejlédési
ut atprogramozédasaban a stresszhatasok komoly szerepet jatszanak. Osszefoglalva
megallapithatd, hogy a z6ld agrar-biotechnolégia teriiletén az ivaros reprodukciéhoz
tartozé szervek tenyésztési technolégiainak kidolgozasa jelentés kutatdsi kapacitdst
vonzott hazankban, és az ezen az tton el8éllitott genotipusok Gj fajtdk nemesitésé-
ben hasznosultak és termesztésre is keriiltek.

A sejtfaltdl megfosztott sejtek, a protoplasztok virdgkora:
szomatikus hibridek és cibridek

Az Ereky altal megfogalmazott koncepciéval 6sszhangban a genetikai képességek javi-
tasa kozponti tevékenységi teriilet a zold biotechnolégidban is. Ezekben a térekvések-
ben szamos technoldgia szerepet kap, és jol kvethetd a beavatkozasok hatékonysa-
ganak és precizitdsanak folyamatos javuldsa. Maga a hagyomanyos névénynemesités
intuitiv tevékenység, hiszen ismeretlen gének és azok véletlen rekombinaciéja hata-
rozza meg a fenotipus tulajdonsédgjegyeit, és csak ezek vizsgalataval tud a nemesitd
szelektalni az 4j fajtdk eldallitdsa soran. A siker alapja az, hogy a szelekciét milyen
genetikai variabilitdsra lehet épiteni. A keresztezés ezért els6 szamu eszkoéz a neme-
sit6 kezében, ide értendék a tavoli keresztezések is, amelyek jelentésen bévithetik a
genetikai forrasok korét. Sokszor fontos lehet az ivaros keresztezés evoluciés hata-
rainak 4tlépése. Ezzel is indokolhaté az a nagy érdeklédés, ami az 1970-es években a
szomatikus hibridizdciot vilagszerte kisérte. A novények testi sejtjeit sejtfal hatarolja,
ezért a sejtek egyesitésének feltételeként a sejtfalat dtmenetileg el kell tavolitani, és a
membrannal hatdrolt sejteket, az tn. protoplasztokat kémiai vagy fizikai kezelések-
kel egybeolvadésra, fuziéra lehet kényszeriteni. A szoévettenyésztési mdédszereknek
koszonhetben a hibridsejtekbdl szomatikus hibrid névényeket nevelhetiink fel (lasd
Dudits 1982; Dudits—Heszky 2000).

Magyarorszagon az SZBK két kutatécsoportja vett részt aktivan a névényi proto-
plasztokkal kapcsolatos kutatdsokban, a médszerek bevezetésében és fejlesztésében.
Amikor az SZBK vezetéi felismerték a névényi protoplasztok hasznalatdban rejlé le-
het6ségeket, Garay Andras biofizikus professzort kiildték ki Japanba az izoldlasi méd-
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szerek megismerése céljdbol. A protoplasztokat hasznidlé szomatikus sejtgenetikai
projektek azonban akkor indultak meg igazan, amikor két csoportvezetd visszatért
kilfsldi tanulmanyutjarél. Maliga P4l Tubingenben G. Melchers professzor labora-
tériumaban sajétitotta el a dohany protoplasztok magas kalcium és lagos pH kezelé-
sével torténd fuziondltatisidnak moédszerét. Dudits Dénes pedig 1972-ben kapott le-
het8séget egy egyéves kanadai tanulmdnyutra, Saskatoonba. Ott, a Prairie Regional
Laboratoryban K. N. Kao, kinai szdrmazasu kutaté ebben az idében fedezte fel, hogy
a polietilén-glikol (PEG) kalcium jelenlétében alkalmas a névényi protoplasztok haté-
kony fuzionaltatasira. Ezt a médszert Dudits Dénes az els6k kozott tanulhatta meg,
és hasznalta a tenyésztett sdrgarépasejtek protoplasztjainak egybeolvasztisira. Az
embriogén szuszpenziés kultirdbdl izolalt protoplasztok egymads kozotti, homoka-
rion fuzidjdbol szarmazé sejtekbdl poliploid novényeket sikeriilt felnevelnie (Dudits
et al. 1976). A poliploidiziciénak ez a médszere alternativit jelenthet a kolchicinnel
torténd genommegsokszorozasi médszer mellett. A szegedi kutatdsok fontos nem-
zetkozi elismerését jelentette, amikor 1976 juliusdban megszervezhettitk az Inter-
national Cell Research Organization (ICRO) kurzusét ,Cell genetics in higher plants”
témaban. A kapcsol6dé kiadvanyt a tudomdnyterilet legjelesebb képvisel6inek tanul-
mdnyaival az Akadémiai Kiadé 1976-ban jelentette meg (szerkeszt6k: Dudits D., Far-
kas G. L. és Maliga P.).

Maliga P4l és munkatarsai szomatikus hibridizicids kutatési programjanak kozép-
pontjaban a kordbban izolalt sztreptomicin-rezisztens dohdnymutéans genetikai jel-
lemzése allt (Maliga et al. 1973, 1975). A Nicotiana tabacum SR1 (sztreptomicin-rezisz-
tens) és Nicotiana knightiana (sztreptomicin-érzékeny) noévények protoplasztjainak
fazidjaval allitottak el6 szomatikus hibrideket, és a kloroplasztisz DNS-ének vizsgala-
taval igazolni tudtdk, hogy a mutacié a kloroplasztiszhoz kéthets (Menczel et al. 1981;
Sidorov et al. 1981). Tovabbi munkajukban az egyik szuléi protoplaszt populacié ko-
balt-60 izotépos besugdrzasaval un. cibrideket hoztak létre, ami a sejthibridekben a be-
sugdrzott szil6 sejtmagi DNS-ének eliminaci6jahoz vezetett. Ezekben a névényekben
az antibiotikum-rezisztencia anyai aton 6rokl6dott (Menczel et al. 1982). A cibridek-
ben a mitokondrialis DNS atrendezédését is sikeriilt kimutatniuk (Nagy et al. 1983).
Késébb igazoltdk a kloroplasztisz genom rekombindciéjat a Nicotiana tabacum SR1
sztreptomicin-rezisztens és N. plumbaginifolia LR400 linkomicin rezisztens mutansok
fuzidjat kovetden (Medgyesy et al. 1985). A citoplazmatikus 6roklédéssel kapcsolatos
kutatasaikat Maliga P4l és Svib Zéra a 80-as évek masodik felétdl az Amerikai Egye-
siilt Allamokban folytatta. Egy masik faziés rendszerben Marton Laszl6 demonstralta,
hogy a nitrat-reduktdz-hidnyos mutans névényregeneracids képessége helyreallithatd
egy albiné muténssal tértént szomatikus hibridizaciéval (Marton et al. 1985).

A Dudits Dénes altal vezetett kutatdsokban éveken keresztil az embriogén sirga-
répasejteket hasznaltak protoplasztforrasként. A fiziébél szdrmazo hibrid névények
azonositasa érdekében albiné sirgarépa mutanst allitottak eld, amelynek tenyész-
tett sejtjei embriogenezis képességgel rendelkeztek. A sejthibridiziciés programban
egyre novelték az evolucids tavolsdgot a sziléi fajok kozott. Elséként morfoldgiai
bélyegek és izoenzim markerek alapjan igazoltdk a Daucus carota és a D. capillifolius
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kozotti fajhibridek kialakuldsat a szomatikus hibridizaciét kévetéen (Dudits et al.
1977). Mas nemzetségekhez tartozé fajok bevonasaval is megkisérelték a fuzids ter-
mékek eléallitdsat (Dudits et al. 1980). Az albiné sargarépa mutans tenyésztett sejt-
jeibdl szdrmazé protoplasztok és az Aegopodium podagraria, az Angelica archangelica
vagy a Petroselium hortense osztdédasra képtelen levél protoplasztjainak faziéjat ko-
vetSen ki lehetett mutatni a hibridsejtek osztéddsat. Ugyanakkor ezekbdl a tenyé-
szetekbdl hibrid névényeket nem sikerult regenerédlni. Ezek az eredmények megerd-
sitették azt a feltevést, hogy amig a dedifferencialt, kallusz tipusu sejtekben nem
muikédnek a szomatikus inkompatibilitdsi reakcick, addig a névények regenericiéja so-
rdn az Osszeférhetetlenség gatolja a szul6i genomok funkcionalis egyuttmikodését.
A szomatikus inkompatibilitas cs6kkentésére javasoltak az aszimmetrikus szomatikus
hibridizdciét, amelyben a kromoszomalis instabilitds el6idézése és a sejtmagi gének
atvitele érdekében a donor protoplasztokat magas dézist rontgensugarral kezelték.
A sérgarépa és petrezselyem szomatikus hibrid névények a sargarépa kromoszéma-
készlet mellett egyetlen petrezselyem kromoszémat hordoztak (Dudits et al. 1980).
A dohany- és sargarépahibridek esetében biokémiai markerek igazoltdk a génatvitelt,
mégpedig ugy, hogy a donorsziil6 kromosz6émait viltozé szamban lehetett kimutatni.
(Dudits et al. 1987). A fuziés programokban jél hasznalhaték a transzgént hordozé
genotipusok, amelyek megbizhatéva teszik a hibridsejtek, illetve -névények azonosi-
tasat. Erre j6 példaul szolgil Dedk és munkatdrsai (1988) fuziés kisérlete, amelyben
antibiotikum- (kanamicin-) és gyomirtdszer- (foszfinotricin-) rezisztens lucernasej-
tek hibridjeit allitottak el§.

A lehet8ségek hatarait feszegetd, de ugyanakkor igen izgalmas fuziés kisérletnek
szamit, amikor Szarka és munkatarsai (2002) albiné kukorica sejtszuszpenzié pro-
toplasztjait buzalevél protoplasztokkal fuzionéltattak (3. dbra). A mutécié kijavitdsa
folytan zo6ld morfogenezisre képes szoveteket lehetett azonositani, amelyekbél kuko-
rica morfol6gidju novények regenerdlédtak. A genomi in situ hibridizécié teljes buza-
kromoszémdk jelenlétét ugyan nem mutatta ki, de a kukorica kromoszémakon iga-
zolni lehetett a buza DNS-szigetek jelenlétét. Erdemes ezt a szomatikus hibridizaciés
terméket Gsszevetni a kordbban emlitett buza x kukorica ivaros keresztezés eredmé-
nyével (Bakos 2007). A kukoricapollennel beporzott és tenyészetben nevelt buzazi-
go6tdk haploid kromoszémagarnitiraval rendelkeztek, kevés lehet6séggel arra, hogy
a két novény genetikai dllomdnya kevert legyen. Ezzel szemben a testi sejtek fuzidja
eredményeként a szil6i DNS-ek jelent6s mértékben keveredtek ebben a fuziés kom-
binaciéban.

A tudomdnyos kisérletezés vilagabdl térjiink vissza a gyakorlati nemesités elvara-
saihoz egy olyan szomatikus hibridizaciés munkaval, amelynek termékei bekeriiltek a
nemesitési programba. Kirdly Zoltan akadémikus hivta fel a figyelmunket arra, hogy
a Solanum brevidens vad burgonyavaltozat szamos rezisztenciatulajdonsiggal rendel-
kezik, amelyeket keresztezéssel nem lehet a termesztett burgonyaba beépiteni. Ezért
valt indokolttd egy fuziés program elinditdsa. A Szegeden kiépitett kisérleti rendsze-
rekben tobbféle szelekciés mddszert alkalmaztak a hibridek azonositasara a Solanum
tuberosum L. és S. brevidens Phil. protoplasztok faziéjat kévetéen. Igy a levél proto-
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plasztokbdl szarmazé kalluszszovetek koziil ki lehetett vdlogatni a nagyobb mérete-
ket, amelyek hibrid eredetét 80%-ban igazoltaaS. brevidens repetitiv DNS-ével végzett
molekularis hibridizacié (Polgér et al. 1993). A sejthibridizaciés munkak eredményes-
ségét novelni lehetett azzal, hogy markert, kanamicinrezisztencia-gént épitettiink be
a S. brevidens szul6 genomjaba, és a fuzié utan antibiotikumot tartalmazé taptalajon
neveltik a sejteket, szoveteket. Az ilyen fzi6és kombindacié az aszimmetrikus hibridi-
z4ci6 tesztelésére is lehetdséget adott, ahol a fuzidt letalis dézisa rontgensugirzassal
kezelt S. brevidens protoplasztokkal végeztiik (Fehér et al. 1992). A kiszelektalt hib-
rid kl6nok a burgonya alap kromoszémaszamanal (2n=48) legalabb 12 kromosz6ma-
val tobbel rendelkeztek. A S. tuberosum x S. brevidens szomatikus burgonya hibridek
a vadfaj fagyall6sagat is hordoztdk (Preiszner et al. 1991). A hibrid névények, mint
a burgonyanemesités potencidlis alapanyagai, a Polgar Zsolt &ltal irdnyitott keszt-
helyi Burgonyakutatasi K6zpontban keriiltek felhasznaldsra (Kéllai et al. 2006). Ett8l
kezdve ezeknek a névényeknek a sorsa nem killonboézik a hagyomanyos keresztezés-
sel el@éllitott tenyészanyagokétdl. Tobbszori visszakeresztezésre van szikség, hogy
a kulturfajtakban csak az értékes tulajdonsagok jelenjenek meg. Igy érthets, hogy a
visszakeresztezések sordn csokkent az Erwinia burgonyapatogén baktériumok 4altal
eléidézett lagyrothadassal szembeni rezisztencia.

A fuzionalt sejtekben lejatsz6d6 kromoszomalis események alapvetéen befolyasol-
jék a hibrid genom felépitését. Erdekes jelenség figyelhets meg, ha mitotikus sejteket
interfazisban 1évé sejtekkel fuzionalunk. Ilyenkor az interfizisban 1évé sejtmagban,
annak sejtciklusatol fuggden korai kromoszomakondenzdcié (Premature Chromosme
Condensation, PCC) kovetkezhet be (4. dbra). Ezt a jelenséget névényeknél Szabados
és Dudits (1980) irta le. A rendellenesen kondenzalédott kromoszémadarabok a to-
vabbi osztédasok soran konnyebben elveszhetnek, illetve integralédhatnak.

Mint a nemesit6k mindennapi tapasztalata vagy akar az el6z6ekben bemutatott
burgonya szomatikus hibridizacié példaja is mutatja, a névényi genomok szerkesz-
tésében sziikség van az iranyitottsdg, a specifikussag novelésére. Az ismert funkcié-
ju gének beépitését, transzformaciéjat megel6zé fejlesztések egyike az a lehetdség,
hogy a teljes haploid (ivaros keresztezés) vagy diploid (szomatikus hibridizacié) ge-
nomok généllomdnyanak rekombindcidja helyett a kivant tulajdonsag kialakitdsdhoz
csak genomrészeket, példaul kromoszémakat haszndlunk. A Hadlaczky és munkatar-
sai (1983) 4ltal kozolt protokoll szerint buza és petrezselyem sejtszuszpenziés kultu-
rdkban szinkronizéltuk a sejtek osztédasit, és a hidroxiurea-gitlas felolddsa utdn a
mitotikus sejteket kolchicin-kezeléssel halmoztuk fel. Az ilyen sejtpopulaciébdl pro-
toplasztok izolalhatdk, és azok feltardsit kovetSen tisztitott kromoszémaszuszpen-
zi6 nyerhetd. Az izoldlt kromoszomdk PEG-kezeléssel felvetethet6k a névényi proto-
plasztokkal, mint azt a citoldgiai vizsgalatok is igazoljak (4. abra; Szabados et al.
1981). Kromoszémak izoldlhaték gyokércstcsi merisztémakbdl, és dramlasos cito-
metridval kromoszémaspecifikus fluoreszkalé jel6lés utdn elkilonithetSek a kivélasz-
tott kromoszémadk. Molnér és munkatdrsai (2011) ilyen médon izoléltak az Aegilops
umbellulata 1. szamu kromoszémajat. Az igy izolalt kromoszémak fontos objektumok
a genomszekvendlasi programokban.
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4. dbra. Genomrészek felhasznaldsa a genetikai informaéciéatvitelhez. Korai kromoszémakondenzacio,
hosszt kromatinfonalak kialakuldsa a mitotikus és G1 sejtciklusfazisban levé interfazis buzasejtek
fazidjat kovetSen (A). Kromatinfragmentdci6 a mitotikus és S sejtciklusfazisban levé interfazis
buzasejtek fuziéjit kovetsen (B). Izolalt buzakromoszéma a kukoricaprotoplasztba tértént felvétel utdn
(C). Izolalt petrezselyemkromoszéma bevitele buzasejtbe a protoplasztok polietilén-glikol-kezelésével
(D) (Szabados et al. 1981)

DNS szekvenciamarkerek és digitalis fenotipizalds segiti a szelekcids
noévénynemesitést

A termést betakarité gazda munkajanak eredményessége els6dlegesen a biolédgiai és
az id6jarasi tényez8ktdl figg. A gének altal irdnyitott élettani és fejlédési funkcidk
a kornyezeti hatdsokkal kolcsonhatdsban vezetnek a fenotipust jellemzé tulajdonsa-
gok, igy a termés kialakuldsdhoz. A bonyolult kélcsénhatdsok rendszerének koszon-
hetben jelentés a bizonytalansag, ha a felszinen megjelené tulajdonsagok alapjan kell
genetikai haladast elérni. A sok gén altal kontrollalt kvantitativ tulajdonsagok eseté-
ben kulénosen nehéz a féhatdsu géneket, kromoszémarégiokat (QTL: Quantitative Trait
Loci) azonositani. A fajta-el6allité munkaban az elsédleges szelekciés kritérium az
egyes genotipusok terméképessége, amit egy adott kornyezeti hattérben megval6sulé
fejlédési program eredéjének tekinthetiink, szdmos biokémiai, sejtanyagcsere, szerv-
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képzbdési vagy akar alkalmazkodasi funkcié termékének. A génallomany javitdsanak
eredményessége jelent6sen novelhet$ azzal, ha a genomikus és fenotipusos szintek
kozott DNS-szekvencia alapt molekuléris markerekkel kovethetd a kapcsoltsag. A ha-
zai nemesit6k a DNS-markereket szdmos nemesitési programban sikerrel hasznaljak,
és sajat fejlesztéseket is végeznek ezen a teriileten. Bar a gabondk rozsdabetegségei
ellen gombaolé vegyszerekkel lehet hatékonyan védekezni, mégis igen jelentés a re-
zisztens fajtak szerepe, ha csokkenteni akarjuk a vegyszeres névényvédelem alkalma-
zasat. Nehéz korrekt biotermesztést elképzelni a rezisztens fajtak hasznélata nélkiil.
A szédrrozsda ellen tartésan igen hatékony Sr36 és Sr31 rezisztenciagének napjaink-
ban a termesztett buzafajtak tobbségében megtalalhatok (Purnhauser et al. 2011a).
Alevélrozsdiaval szembeni gének viszont kisebb hatdstak, ezért szitkséges tobb speci-
fikus és nem specifikus rezisztenciagén 6sszeépitése, piramidaldsa. Manapsag a gén-
technoldgia széles metodikai eszkoztdrat kinal a DNS polimorfizmus kimutatasara,
ezeket alkalmazasi lehetéségeikkel egytitt részletesen tobb tanulmany is ismerteti
(Kiss és Endre 1999; Bisztray és Velich 1999; Galiba és T6th 2006; Purnhauser 2006;
Dedk 2010). Kezdetben a restrikciés fragmenshossz polimorfizmus (RFLP, Restric-
tion Fragment Length Polymorphism) hasznélata terjedt el széles kérben, amely a
DNS-szekvencia-specifikus restrikciés endonukledzokkal jellegzetes fragmentminta-
zatot ad. A markerek szdmdnak megemelkedéséhez a polimerdz lancreakcié (PCR, Poly-
merase Chain Reaction) széles kori alkalmazasa vezetett, amely a DNS-molekularészek
megsokszorozédasat eredményezi (a technika leirdsa: Dudits 2009). A markerfejlesz-
tések legiijabb irdnyzatai a szekvenciainformacidk alapjan végzik a polimorfizmus, az
allélvaridnsok jellemzését. A markerfejlesztést nagymértékben felgyorsitottik a ge-
nomprogramok keretében végzett, szdimos gazdasagi novény teljes genomjara kiter-
jedé szekvendlasi projektek. A kifejlesztett szoftverek segitik a molekularis markerek
alkalmazdsit. A magyar buizanemesiték a levélrozsdarezisztencia-gének kévetésére
széleskoriien hasznaljdk a DNS-markereket, akar a visszakeresztezések soran, akar
diagnosztikai céllal (Blaszczyk et al. 2004; Tar et al. 2008; Vida et al. 2009; Wang et
al. 2009; Purnhauser et al. 2011b). Kivanatos, hogy a molekularis marker a megha-
tarozott rezisztenciagénnel szoros kapcsoltsagban 6r6kl6djon, az egyes markerek ko-
zotti genetikai tavolsdg 1-10 cM nagysdgu legyen. Az 1 cM (centimorgan) azt jelenti,
hogy a gének vagy markerek kozott 1% a rekombindciés gyakorisdg. A heterozigdta
és homozigdta egyedek szétvalasztidsa érdekében kodomindns markerek hasznalata
indokolt. Elény, ha a molekularis markerek rutinszeriien, a névények nagy egyedsza-
mdnak bevondsaval, elfogadhaté koltséggel alkalmazhatok. A szegedi bizanemesitési
program egyes rekombindns vonalaiban mikroszatelita markereket hasznédlnak a Fu-
sarium-rezisztenciat jelzé6 QTL-ek azonositasara (Mesterhazy 2006). Igy ismert, hogy
az egyik legjelent8sebb rezisztenciaforrds, a Sumey-3 két hatékony QTL-lel is rendel-
kezik a buza 3BS és 5A kromoszémain.

A korai vizsgalatokban nyarfa tenyészanyagok genotipizaldsira RAPD (Randomly
Amplified Polymorphic DNA) és AP-PCR (Arbitrarily Primed PCR) médszereket hasz-
naltak (T6rjék et al. 2001). A Pannon Egyetem Novénytudomanyok és Biotechnolégiai
Tanszékének munkatdrsai a Burgonyakutatasi Kézpont nemesitéivel egytttmiikodés-
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ben RAPD markereket azonositottak a burgonya Y virus rezisztenciagén analizisére.
A vad Solanum stoloniferum fajbdl szarmazé gén nemesitési jelentdsége igen nagy,
mivel er6s rezisztenciat képes kialakitani. Cerndk és munkatérsai (2008) olyan mar-
kert azonositottak, amely a rezisztenciagéntdl 0,53 cM tévolsdgra helyezkedik el. Ez
a kutatokozosség az intronokhoz kotott (Intron Targeting) markerek kidolgozdséval
fontos fejlesztést végzett a burgonya genotipizaldsdhoz (Poczai et al. 2010). A bur-
gonyanemesitési programokban ezek a génspecifikus, kodominans markerek az allé-
lek nukleotid varidnsainak kimutatasara, genetikai térképezésre, illetve markeralapt
szelekcidra alkalmasak. Figyelmet érdemel Dedk Tamas PhD-értekezése (Dedk 2010).
A sz616nél a magnélkiiliség egyik tipusdban a domindns inhibitor gén (SdlI) jatszik ira-
nyité szerepet, amihez a SCC8 SCAR-CAPS (szekvenciajellemzett amplifikalt régié
[Sequence Characterized Amplified Region]) marker kapcsolhaté. Galbics és munka-
tarsai (2009) mikroszatellit markereket hasznaltak a szél6fajtak azonositasara.

A DNS-markerek kiemelt szerepet jatszanak a genetikai térképek készitésekor, ami-
r6l Kiss és Endre (1999) tanulménya nagyon részletes, kival6 ismertetést ad. A RAPD
és RFLP markereket morfoldgiai és fiziologiai bélyegekkel kombindlva Kiss Gyorgy
Botond és munkatarsai megszerkesztették a lucerna genetikai térképét (1993). A nagy
felbontdsti genetikai térképek fontos szerepet t6ltenek be a névényi gének izolalasakor
(Endre et al. 2002a,b). A mennyiségi tulajdonsagok kialakitasaban részt vevé kromo-
szémarégiok (QTL) térképezése is széleskoriien hasznalja a DNS alapt molekularis
markereket. Az abiotikus stresszekkel szembeni reakcidkat befolyasolé buza QTL-ek
azonositasardl Galiba Gabor és Téth Balazs (2006) kitiing sszefoglalast kozolt.

A nagy felbontdst genetikai térképek, és a novényi genomokra kiterjeds szekven-
ciainformdcidk a génkifejez6dési vizsgilatok (DNS-chip technolégia) hatalmas adat-
bazisaival kiegésziillve mind azt tanusitjdk, hogy a genetikai faktorok mikoédésének
megismerését egyre fejlettebb, nagy teljesitmény csticstechnoldgia (pl. az 4j genera-
ci6s DNS-szekvendtor) szolgalja. Ugyanakkor a fenotipus bélyegeinek kvantitativ jel-
lemzésére hasznalt médszerek esetében korantsem lathatunk hasonlé jelentéségii in-
novaciét. Ezt az ardnytalansidgot mérsékelheti, hogy kibontakozéban van a fenomika
mint fiiggetlen tudomdnyteriilet, amely a képalkotdsi technolégidkra alapozva teremti
meg a morfoldgiai, novekedési vagy fiziolégiai paraméterek nagy szdmban térténd
felvételezésének, az adatok taroldsinak és informatikai feldolgozdsanak feltételét.
A fenomika eszkoztara fokozatosan épul be a névénybioldgiai kutatési folyamatba,
de fontos szerephez jut a névények nemesitése sordn is. Magyarorszagon Dudits Dé-
nes és Vass Imre kezdeményezésére éptilt meg az un. Komplex Stressz Diagnosztikai
Rendszer. Ez a részben automatizalt, komputervezérelt fenotipizalé egység 2005-t6l
kezdte meg mikodését Szegeden, a Gabonakutaté Kft. iiveghdzaban, a Buzakaladsz
Konzorcium palyazat keretében. Az ottani kisérleteket Pauk Janos iranyitotta. Ké-
s6bb kiépitésre kertlt egy masik egység is, az SZBK-ban. Mint az 5. dbra szemlélteti,
ezek a rendszerek alkalmasak t6bb nézetbél digitélis felvételek készitésére. A tenyész-
id6 alatt végzett tobbszori felvételezéssel a z6ld pixel alapjan a névények morfold-
giai parameéterei és z6ld tomege hatdrozhat6 meg. A h6kameras vizsgélat a névények,
elsésorban a buiza és drpa genotipusok szarazsagstresszre adott reakciéinak kéveté-
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1. tablazat. Az arpa HvA1 gén haplotipusaiban megtalalhat6 polimorfizmusok és f6bb jellemz6ik

1. 28|38 4S 58 65 7S 88 1lI 9.8 10.8 11.S 128
Szekvencia G A @ C G C G | 33bp G G G
(adatbazis)
A haplotipus G A @ C G C G | 33bp G G G
B haplotipus G A @ T G C G | 33bp G A A
C haplotipus @ A T T A G C 33bp G G A
D haplotipus C A T T A G C G G A
E haplotipus A G T T | A |G C A A A
Nukleotidcsere | G/C/A | A/G | G/C| C/T | C/T | G/A|C/G | G/C|33bp/-| G/C | G/A | G/A | G/A |-/CCA
Exon/intron I 1 I I I I E E E E E E E E
Aminosavcsere . . . . . . |Q/D|Q/D| 1laa |Q/H | A/T | T/T | A/T | -/T

Jelmagyarazat: A — adenin, C - citozin, G — guanin, T - timin; I - inzercid, D - deléci6; E — aminésavcsere, A — alanin,
D - aszparaginsav, H - hisztidin, Q - glutamin, T - treonin (Cseri et al. 2013)

sét teszi lehet6vé. Az 5. dbra bemutatja, hogy vizhidnyban megné a levelek hémér-
séklete, hiszen a légzényilasok bezdrédasaval csokken a parologtatds hiité hatédsa.
A fotoszintézis folyamata is sériil szdrazsag esetén. A klorofill fluoreszencia értékek
az elektrontranszport hatékonysagardl tajékoztatnak. A digitalis adatok kezelésére és
feldolgozasara Sass Laszl6 fejlesztett ki programokat. A rendszer alkalmas arra, hogy
anoévények ontdzését automatikusan, komputervezérléssel végezze. A szamitégép al-
kalmanként rogziti az egyes novények éltal felhasznalt viz mennyiségét, igy ismert a
tenyészidé alatt elfogyasztott 6sszes viz mennyisége, és jellemezhetd a genotipusok
vizhasznosité képessége.

Erthetd, hogy az tiveghazban, tenyészedényekben nevelt novények kiillonboznek a
szant6fsldon fejl6dé novényektdl, ezért megalapozatlan elvaras lenne a terméképes-
ség és bizonyos agronémiai bélyegek jellemzésekor a mesterséges korulmények ko-
z6tt mért adatokra tdmaszkodni. Hasonl6 korlat a fitotronokban is érvényesiil. A fe-
notipizaldsi berendezések ugyanakkor a nemesité szamara kiegészit6 informdaciéval
szolgdlnak a szdnt6foldi mingsités mellett. A kontrollalt névénynevelési kérnyezet
azonban nélkilozhetetlen a genotipus-gytjtemények vagy a keresztezésbdl szdrmazé
hasadé populdcidk jellemzésében, hiszen a novények karositdsa nélkil, az adatok pre-
ciz felvételezésével segiti a haplotipus-fenotipus kapcsolatok megismerését. Cseri és
munkatdrsai (2013) arpa genotipusok szirazsigstressz-tolerancidjat vizsgaltak a be-
mutatott Komplex Stressz Diagnosztikai Rendszerrel. Az drpa genotipusokat stresz-
szelt (20% talaj vizkapacitas), illetve normal (60% vizkapacitas) korillmények kozott
nevelték, és a z6ld pixel adatok alapjan becstilt névekedési iitem szerint rezisztens és
érzékeny genotipusok csoportjait tudtak elkilloniteni. Az egyes kategdridkhoz tar-
tozé genotipusok esetében tobb szdrazsaggal kapcsolatos drpagén haplotipusainak,
allélvaridnsainak azonositasara az Eco-TILLING (Targeting Induced Local Lesions IN
Genomes) moédszert hasznaltdk, amely PCR lépéseken, heteroduplex képzésen és a
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Szenzitiv genotipusok Tolerans genotipusok
E haplotipus E hapLotipus
17% 0% A haplotipus

22%

D haplotipus
0%
D haplotipus
C haplotipus A haplotipus 45%
17% 49%
B haplotipus
22%
B haplotipus
17% C haplotipus

1%

6. abra. Az egyes haplotipusok el6fordulasi gyakorisaga a szarazsagstresszre érzékeny, illetve tolerans
arpagenotipusok csoportjaban. A D haplotipus a rezisztens genotipusokra jellemzg, és nem mutathaté
ki a vizsgalt szenzitiv varidnsok csoportjdban (Cseri et al. 2013)

szekvenciaeltérések nukledzokkal torténs emésztésén alapul. Példaként az drpa HvAl
gén EcoTILLING analizisének eredményét mutatjuk be. Ez a gén egy LEA (Late Emb-
ryogenic Abundant) fehérjét kédol. Az 1. téblazat szerint a HvA1 gén 919 bp hosszu-
sdgd amplikonjdban elktlonitett haplotipusok szekvencidjanak sszevetése nyoman
12 SNP (Single Nucleotide Polymorphism), valamint 2 INDEL (Insertion, Deletion)
tipust polimorfizmus jelenlétére deriilt fény. A 6. dbra tantsidga szerint az érzékeny
és szenzitiv drpa genotipusok kozott lényeges kilonbség van a haplotipus 6sszetéte-
lében. Az A, a B és a C haplotipus mindkét csoportban megtaldlhaté. Az E haplotipus
csak a szenzitiv genotipusokban van jelen, méghozza 17%-os gyakorisdggal, mig a D
haplotipust hordozé genotipusok (pixel alapu z6ldfelilet eredményeik alapjan) min-
den esetben a tolerdns kategéridba kertiltek. Ezen a csoporton belil a D haplotipus
aranya eléri a 45%-os mértéket.

A hazai géntechnolégiai nemesités kezdeményezései és az agrarinnovicié
lehetdségei a GMO-ellenesség fogsagaban

A mezégazdasighoz kotédé biotechnoldgiai fejlesztések legaktivabb teriilete a gén-
technoldgiaval, az izolalt DNS-molekuldk beépitésével (transzformaciéjaval) torténd
névénynemesités. A névényi GMO-k (Genetically Modified Organisms) szinte napi
hirként szerepelnek a hazai médidban mint nemkivanatos rosszak. A politikai vagy
akar ideolégiai vitdk kozepette sulytalanna valnak a szakmai, tudomanyos, sét gaz-
dasédgi szempontok is. Magyarorszdgon napjainkban a GMO-ellenesség valamennyi
politikai part és a kormany tdmogatdsival tombol, és mindez jelentds karokat okoz
a kutatasban, az innovaciéban, és nem utolsésorban a versenyképes, kérnyezetbarat
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mezGigazdasdg feltételeinek megteremtésében. De a génnemesités hithi ellenzéi dltal
okozott legnagyobb rombolas az emberek tudatdban, gondolkodasaban érhetd tetten.
A rovidlatod, szakmaiatlan félrevezetés egyeldre sikerrel jar, amiben a politikai tdmo-
gatds mellett a Greenpeace aktiv tdimogatasanak is nagy szerepe van. Tekintettel arra,
hogy az utébbi években t6bb atfogé tanulmany is késziilt a génnemesités médszerei-
rél, a GM-novények elényeirdl és térhoditdsardl vilagszerte, a mostani elemzés ezekre
akérdésekre nem tér ki. Részletes informdciéval az alabbi forrasok szolgalhatnak: Du-
dits Dénes (szerk.) Zold géntechnolégia és agrdrinnovdcié, 2009; Venetianer Pal: Génmo-
dositott novények, 2010; Balazs Ervin, Dudits Dénes, Sagi Laszl6 (szerk.) Genetikailag
mddositott élélények (GMO-k) a tények tiikrében. Magyar Fehér Konyv, 2011; Dudits Dé-
nes, Gyorgyey Janos: Zold GMO-k, 2013; Zsld biotechnolégia hirlevél, Barabas Zoltan
Biotechnolégiai Egyestilet (http://zoldbiotech.hu).

Az els6 GM dohédnynoévényt leird kilfsldi kozlemény megjelenését (1983) kovetSen
amagyar tudomanyos kozosség is aktiv szerepet vallalt a médszerek fejlesztésében és
alkalmazasdban. Ezt egyértelmiien igazolja a GMO Fehér Konyv 6sszeallitidsa, misze-
rint 1986 és 2011 kozott a magyar kutatok 102 nemzetkozi kézleményt publikaltak a
GM-novényekkel végzett kutatdsaik eredményeirél. Ez a teljesitmény azt is jelzi, hogy
az elmult 5-7 évtdl eltekintve jelentds palyazati forrasok is timogattak a névényekkel
foly6 géntechnoldgiai K+F tevékenységet. Kiemelt jelentségilinek tekinthetk pél-
ddul a Dudits Dénes altal koordinalt buzakutatasi palyizatok: a ,,Biiza Konzorcium”
(2001-2004): ,,A hazai buzdk adaptdcios képességének és termésbiztonsdgdnak javitdsa”;
a ,Buzakaldsz Konzorcium” (2004-2007): ,A magyar buza aszdly- és fagytiirésének, va-
lamint betegség-ellendllosdgdnak javitdsa névénynemesitési, genomikai és biotechnolégiai
modszerekkel”; valamint a ,N6vényi génforrds” német-magyar k6z6s gabonaneme-
sitési egyittmiikodési projekt a NAP-BIO pélyazat keretében (2008-2010). Ezek a
programok természetesen nemcsak a molekuldris megkozelitéseket, de a buzaneme-
sités valamennyi teriiletét és az agrotechnoldgiai kutatdsokat is érintették. A palyaza-
tok kivételes alkalmat biztositottak a két legtekintélyesebb buiizanemesité intézmény,
az MTA Mezdgazdasagi Kutatéintézete, Martonvasar és a szegedi Gabonatermesz-
tési Kutaté Kozhasznu Téarsasdg mint vetémagpiaci versenytarsak, valamint egye-
temi tanszékek, a Mez6gazdasdgi Biotechnolégiai Kézpont, az MTA Szegedi Biold-
giai Kézpont, tovabba agrirtizemek, vetémag-szaporité cégek egyittmiikodéséhez.
Az egymilliard forint értéki tdmogatas hasznosuldsanak megitélésében segithet az a
tény, hogy az egyittmiikodésben részt vevs buzanemesiték fajtdit a hazai vetémag-
piacon egyediilallé sikerként, a buiza vetésteriiletének 70-80%-an vetik. Nem lehet
megkérddjelezni, hogy a kozel egy évtizeden at nyujtott tébbletforras hozzdjarult a
hazai buzanemesités versenyképességéhez. Az els6 konzorcium eredményeirdl A buiza
nemesbitésének tudomdnya — A funkciondlis genomikdtdl a vetémagig cimmel tanulmany-
kotet jelent meg (szerk. Dudits Dénes, 2006).

A géntechnoldgidval nemesitett é16 szervezetekkel (GMO-kkal) kapcsolatban ide-
haza valamennyi kérdés kulcsat a parlament altal 2011. aprilis 25-én elfogadott Ma-
gyarorszdg Alaptiérvénye jelenti, melynek XX. cikke:

(1) Mindenkinek joga van a testi és lelki egészséghez.



260 DUDITS DENES

(2) Az (1) bekezdés szerinti jog érvényesiilését Magyarorszdg genetikailag médositott
élélényektdl mentes mezdgazdasdggal, az egészséges élelmiszerekhez és az ivévizhez vald
hozzdférés biztositdsdval, a munkavédelem és az egészségiigyi elldtds megszervezésével,
a sportolds és a rendszeres testedzés tamogatdsdval, valamint a kérnyezet védelmének biz-
tositdsdval segiti eld.”

A fenti szovegezés ellentmondésainak jogi elemzése megtortént (Hetényi 2011).
Ugyanakkor a térvényhozék meglehetnek elégedve, hiszen még Heszky Laszlé akadé-
mikus, a biotechnolégia professzora is azt irja, hogy , az alkotmdny célja pillanatnyilag
elfogadhatd, mert a novényi géntechnolégia, mint uj kutatdsi és fejlesztési irdny dltal elédl-
litott termékei (GM-fajtdk és -hibridek) valéban t6bb sebbdl véreznek, félkész termékeknek
tekinthetdk, és termesztésiik sokféle kockdzattal jdr. Ez azonban nem jelenti azt, hogy a jo-
vében ne lehetne elddllitani olyan uj GM-fajtdkat és -hibrideket, melyek valéban a fejlédést
szolgdljdk, az emberiség valds igényeit elégitik ki, és veszélytelenek a kirnyezetre, valamint
a fogyasztokra” (Agroférum, 2013. november). Ez a vélemény kétarcq, és hosszi tivon
is nagy kart okoz a zold biotechnoldgia tarsadalmi elfogadottsiginak. A félreveze-
tés ott kezd6dik, hogy miként beszélhetiink GMO-mentes magyar mezégazdasagrol
akkor, amikor évente 600-700 ezer tonna széjadarat és 70-80 ezer tonna olajos-
mag-szarmazékot importdlunk. Az orszdgha behozott szdjadara 90%-a GM-terméket
tartalmaz. Visszas, hogy a jelenlegi kormanyzat a GMO-mentes Magyarorszagot rek-
lamozza, mikézben a magyar allattenyésztés GM-szdjafiiggs, ilyen takarmany-o6ssze-
tevéket mar tobb mint egy évtizede hasznal (Popp és Potori 2011). Nyilvéan a széjat
tartalmazé élelmiszerek esetében is szamolhatunk génnemesitett névények terméke-
ivel, hiszen a £6 exportér orszdgokban 80-90%-os a GM széjafajtik részesedése. Ami
a GM-szdjdk hazai termesztésének tiltdsat illeti (Idsd Alaptorvény), igencsak megdéb-
benté a cstisztatads. Az import sz6jat fogyaszthatjuk, de ha ugyanazt a terméket a ma-
gyar gazda 4llitan4 el, akkor az mar veszélyeztetné a testi és lelki egészségiinket. Ami
a jelenleg termesztésben 1évé GM-fajtak és -hibridek egy kalap alatti lemindsitését
illeti (,valéban tébb sebbél véreznek, félkész termékek”), érdemes figyelembe venni,
hogy 170 milli6 hektaron, 17 milli6 gazdilkod6 haszonnal termeszt ilyen ,félkész ter-
mékeket” a vildg szamos orszdgaban (Brookes—Barfoot 2012a, b). Ezek mar most a vi-
lag élelmezését szolgaljak, és igazolhat6 kérnyezetvédelmi elé6nyokkel birnak. Az igen
szigort engedélyezési eljardsoknak koszonhetben az eddig engedélyezett termékek
nem jelentenek egészségiigyi kockazatot, mert ennek ellenkezdjére semmiféle tudo-
manyosan megalapozott bizonyiték nincs.

Nagy kérdés, hogy mikor kovetkezik be az a pillanat, amikor a hithtt GMO-ellenzék
tokéletesnek mondanak majd barmilyen génnemesitett novényt. Igy aztén a Heszky
Laszl6 éltal emlitett alaptorvény-modositdsra jécskan varhatunk! Ekézben a névényi
biotechnoldgia jelent6sége erodalodik, tekintélye igencsak csorbul a magyar emberek
szemében. Koszonjik, professzor ur! A tarsadalom és a politikusok félrevezetésébdl
megsziiletett hibas Alapt6érvény kdros hatasai mar most kézzelfoghatdéak. A kormany-
zati akarat kikényszeritésének dldozata az elbocsatott Popp J6zsef professzor, aki a
GMO-technoldgia jelent6ségérél mert nyilatkozni. A kutatéknak tébb intézménynél
megtiltottdk, hogy nyilvanosan pozitivan foglaljanak allast GMO-témadban. Termé-
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szetesen ismertek a biztos, hivatasos GMO-ellenzdk, akik tobbek mellett kormdnyzati
szervezésben orszdgos ,road show”-kon karhoztatjdk a GM-novényeket. A kialakult
helyzetben sajndlatos, de érthetd, hogy a névénytudomanyok, a z6ld biotechnoldgiai
K+F tevékenység veszit a vonzerejébdl. A tehetséges egyetemistdk huzédoznak attél,
hogy ezeket a teriileteket vilasszak. Nyiltan nem, de a hattérben jécskan megneheziil
tamogatast nyerni a névényes géntechnoldgiai palyidzatokra.

Egyértelmien megallapithatjuk, hogy a korabbi évtizedek tudomanyos sikerei
(102 kozlemény) ellenére egyre mélyebb valsdgba keriil a hazai génnemesités, a z6ld
biotechnolégia fontos dga. Természetesen joggal kérdezhet§, hogy a korabbi tudomé-
nyos kozlemények mellett hany hazai szabadalom sziiletett és kerult hasznositasra.
A 2. tiblazat felsorolja azokat a szabadalmakat, amelyeket a magyar kutaték egy ko-
rabbi korkérdésre valaszolva megadtak. Miel6tt barki mindsitené ezt a teljesitményt,
fontos felhivni a figyelmet arra, hogy a hazai egyetemi és kutatasi intézmények leg-
tobbszor mar a szabadalmaztatas koltségeit sem tudjak vallalni. Ha figyelembe vesz-
szik, hogy egy GM-fajta kifejlesztése és engedélyeztetése tobb szazmillié dollarba
keriilhet, be kell latnunk, hogy reménytelen elvards a kizarélag magyar fejlesztés-
bél szarmazé vetémag. Az egyediili at, hogy mind névénynemesitéink, mind kuta-
téink nemzetkozi egyiittmiikodések révén résztvevéi legyenek a vildgon folyé inno-
vaciénak. Ekkor taldlkozunk szembe azzal a ténnyel, hogy a harcias GMO-ellenesség
igen gyakran 6sszemosddik a globalizacid, a multinaciondlis vilagcégek elleni kiizde-
lemmel. Az aktivistak ilyenkor nem veszik tudomadsul, hogy a GM-igy miatt kiat-
kozandé multik, a Monsanto, a Pioneer, a Dow Chemicals, a Syngenta, vagy a Bayer
nemcsak a GM-novények legjelentésebb eléallitéi és forgalmazdi, de egyben a jelen-
legi hagyomanyos magyar vetémagpiac kikertilhetetlen szerepléi is. Teljesen érthetd,
hogy a versenyképesség érdekében a magyar nemesiték nemzetkozi egytittmiikodés-
ben kezdeményezték a GM hibrid kukorica el6éllitasat. Ilyen formaban sziletett az
MTA Mezégazdasagi Kutatéintézetében az elsé transzgenikus martonvasari hibrid,
az Mv 500 Bt, amely Magyarorszagon 2005-ben kapott dllami elismerést, s keriilt be
az Eurépai Uni6 kozoés katalégusaba, amely az EU valamennyi tagorszdgaban forgal-
mazasi jogot biztosit. Ez a hibrid a kukoricamoly-ellenall6sdg génjével rendelkezik,
és a molykartétel novekedése folytan termesztése a kornyezetvédelmi kedvezo hatas
mellett gazdasigossagi elényt jelentene hazdnkban is. Kilénosen, ha figyelembe vesz-
sziik, hogy ezek a GM hibridek kevésbé vannak kitéve a Fusarium-fert6zésnek. Mégis,
amostani korilmények kozott tandcsos mélyen hallgatni errél a genotipusrdl még ak-
kor is, ha a gazddk érdeke ezt kivanna.

A magyarorszagi alapkutatdshoz kothetd kulfoldi egyiittmiikodési K+F eredmény-
re olyan példat is taldlunk, amely a sikerrel termesztett GM kukoricahibridek ne-
mesitésének alapjat képezte. A torténet 1984-ban kezd6dott, amikor Dudits Dénes
kezdeményezésére az MTA SZBK kutatdsi megbizast kapott a frankfurti Hoechst
cégtol. Az akkori szabalyok szerint az intézet nevében az Akadimpex cég volt a szer-
z6d6 fél. Ez a K+F egyiuittmikodés a rendszervéltas utan is folyatédott a jogutéddal,
a Hoechst Schering AgrEvo GmbH-val. Az utolsé kutatasi megbizdsra 1995-ben ke-
rilt sor. A tizenegy éves partnerség alatt tobbszor valtozott a szegediek altal végzett
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2. tablazat. Hazai kutatashoz kéthetd transzgenikus névényekkel kapcsolatos szabadalmak

jelenleg ismert jegyzéke

tion-specific promoter from DS2
gene
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kutatés témdja. Ezek kozul kettSben szilettek cikkek, illetve szabadalmak. 1987-t81
bekapcsolédott a projektbe Mérocz Sindor, a Gabonatermesztési Kutatéintézet
munkatarsa, aki kandiddtusi témajaként a kukorica protoplasztokbdl térténd no-
vényregeneracion és a foszfinotricin (glifozinat, PPT) gyomirtéval szemben rezisz-
tens GM-kukorica el6éllitdsan dolgozott, mind a GKI, mind az SZBK laboratériumai-
ban. Mint a Mérocz Sandor éltal irt fejezet is bemutatja, Mérocz Sandor egy specialis
genotipust (He/89) nemesitett ki, amely lehet6vé tette fertilis kukoricanévények
felnevelését protoplasztokbol. Dudits Dénes kutatécsoportja nagy tapasztalatokkal
rendelkezett a protoplaszt munkdkban, és fuziés kisérleteikre tdmaszkodva keriilt
alkalmazasra a polietilén glikollal torténé plazmidfelvétel, transzformans kukorica-
noévények eldéllitasa érdekében. A Szegeden végzett munkédbdl kézlemény (Omirul-
leh et al. 1993), illetve nemzetkozi szabadalom sziiletett (USOO5767367, 1998, Zea
mays (1.) with capability of long term, highly efficient plant regeneration including fer-
tile transgenic maize plants having a heterologous gene, and their preparation, feltalalok:
Dudits Dénes; Moérocz Sdndor; Németh Janos; Szeged; Gunter Donn; Hofheim am
Taunus, Németorszag). Az egyuttmiikodés keretében Gunter Donn a Szegeden ki-
fejlesztett HE/89 sejtvonallal és a kidolgozott médszerrel, a kézos szabadalom alap-
jan eléallitotta a T25 vonalat (OECD code ACS-ZM@@D3-2), amely kifejezi a bakterialis
foszfinotricin acetil transzferdz gént, ezért az ilyen kukoricdk rezisztensek a gliifo-
zinit hatéanyagu totalis gyomirtékkal (Basta®, Rely®, Finale® és Liberty®) szemben.
Az elsédleges transzformans T25 vonal aztan keresztezési partnerként szolgalt a to-
vabbi nemesités sordn, amibdl a LibertyLink® hibridek szarmaznak. A T25 kukoricaval
1994 6ta folynak szabadfoldi tesztelések az AgrEvo, Aventis Crop Science, késébb Ba-
yer Crop Science bejelentése alapjan. Az Eurdpai Bizottsdg (98/293/EC) engedélyezte a
T25 kukoricik takarmdnyként torténd felhaszndldsdt. Késébb az Eurdpai Elelmiszer Biz-
tonsdgi Hivatal (EFSA) két kérelem (EFSA-GMO-RX-T25 és EFSA-GMO-NL-2007-46)
alapjdn megdllapitotta, hogy a T25 kukorica élelmiszerként, takarmdnyként, illetve kir-
nyezeti tényezdéként ugyanolyan biztonsdgos, mint a hagyomdnyos tton elddllitott hibri-
dek. A Bayer Crop Science LibertyLink® hibridek piaca az utébbi években jelentésen meg-
nétt, mert a glifozat-rezisztens gyomok elterjedése miatt az USA-ban sziikségessé
valt az alternativ védekezési eljaras alkalmazdsa. A LibertyLink® hibridek erre kiva-
l6an alkalmasak. A bemutatott K+F egyuttmikodési projekt sikere lattdn felmeril,
hogy milyen haszonnal jart a magyar partnerek szamadra. A 80-as évek masodik fe-
1ét6l a 90-es évek kozepéig a német cégek évenként valtozo dsszeggel finansziroztak
a Szegeden foly6 kutatdsokat, ami az akkori hazai kutatdstdmogatasi viszonyokat
tekintve jelentés bevételnek szdmitott. A szabadalom ko6zés tulajdond, és a vetd-
mag-értékesités figgvényében a Bayer cég jelenleg is jogdijat fizet, amelyen a GK Non-
profit Kft. és az MTA SZBK osztozik.

A LibertyLink® hibrideket eredményez6 program mellett a kukorica transzforma-
ci6s szabadalom alapjan a szegedi csapat egy masik vilagcéggel is egyuttmiikodott.
Miutédn ismertté valt a Szegeden kifejlesztett transzformaciés rendszer hatékony-
sdga, a CIBA-GEIGY Limited (Basel) szdmdra t6bb génkonstrukciéval transzforma-
ciét végeztink az SZBK-ban, ahol Mérocz Sandor keresztezte a GM-novényeket.
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ASP4

kontroll PPT kontroll PPT
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7. abra. Géntechnoldgiai megoldéds a dohdnynévények novekedésének serkentésére, és zoldtomegik
novelésére. Az ASP4 novények a bakteridlis aszparagin szintaz gén kifejez6dése kovetkeztében nagyob-
bak a nem GM SR1 névényeknél. Az alacsony dézist foszfinotricin (PPT) permetezés az SR1 névény
novekedését gitolta, mig a transzformdns ASP4 névényen a stimuldlé hatas jol lathato

A kezdeti megallapodasban a Hoechst altal engedélyezett feltételek miatt tobb gene-
racién 4t visszakeresztezést kellett végezni, miel6tt a CIBA-GEIGY cégnek atadhattuk
az 4j genotipusok szemeit. A nagyszamu keresztezés elvégzéséhez nem rendelkez-
tunk tveghazi kapacitassal, ezért a megrendel$ finanszirozta az SZBK egyik tivegha-
zanak 4tépitését, 100 ezer dollar értékben. Ez csak ideig-6rdig jelentett megoldast, és
a CIBA-GEIGY végul a technolégia, a HE/(89) tenyészet licenc megvdsdrldsa mellett don-
tott. A vételdr felét, 400 ezer dolldrt, a szegedi partnerintézetek kaptdk. A kukoricatransz-
formacids rendszer hasznositdsara kotott nemzetkozi egyuttmiikodéseink tehat 6sz-
szességében nemcsak szakmai, de jelent8s anyagi haszonnal is jartak, és kivételnek
tekinthet8k a z6ld biotechnoldgia tertiletén a hazai technolégiatranszfer kezdemé-
nyezések sordban.

A Hoechst céggel 1984-ben kotott kutatasi szerz6dés egy masik teriileten is be-
jelentett szabadalomhoz vezetett: US 5,545,819; 1996; Transgenic plants expressing a
prokaryotic ammonium dependent asparagine synthetase. Feltalalok: Dudits Dénes; Pau-
lovics Katalin; Kalman Katalin; Gyorgyey Janos; Nagy Ferenc; Laszlé Baké; Horvath
Gébor, Szeged; Peter Eckes, Kelkheim/Taunus; Ginter Donn, Hofheim, Németorszag.
Az ASN-A (E. C. 6.3.1.1) bakteridlis aszparagin szintdz gént kifejez6 dohinynové-
nyek t6bb elényos tulajdonsaggal rendelkeznek. Jobb a fotoszintetikus hatékonysa-
guk, a CO,_-megkét6 képességiik, gyorsabb a névekedési iitemiik és fejlédésiik, korab-
ban virdgoznak, nagyobb a zoldtomegiik és a szarazsulyuk. Mint a 7. &bra mutatja, az
ASN-A fehérjét taltermelé dohdnynévényeket kevésbé karositja a glutamin szintaz
enzimet gatlé foszfinotricin (gliifozinat, PPT), és az ilyen kezelés stimuldlja a transz-
forméns novények novekedését.
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Koncz Csaba kezdeményezésére 1998 és 2000 kozott az SZBK-ban Szabados Laszlé
csoportja mikodott egyiitt a Vitality céggel (Izrael) egy Arabidopsis T-DNS inszerciés
mutansgyijtemény létrehozdsa érdekében. Ez a kutatékozosség a Bayer Crop Science
cég szamadra is végzett kutatasokat.

1998-ban a belga Flanders Institute for Biotechnology (VIB) megalapitotta a Crop
Design nevi biotechnoldgiai céget Gentben. Els6sorban a sejtosztédasi ciklus kuta-
tasaban végzett SZBK-s munkdk alapjdn a cég Tudomanyos Tandcsadé Testiiletébe
felkérték Dudits Dénest, mert a cég induldsakor ez a tertilet allt a funkciondlis ge-
nomikai projektek fékuszaban. Egy évvel késébb kutatasi-egyittmiikodési megalla-
podas jott létre a Crop Design és az MTA SZBK koézott. A haroméves kollaboracié
alatt a szegedi csoport kiillénb6z6 sejtbioldgiai rendszerek felhasznaldsaval géneket
izolalt lucernabdl és rizsbél (pl. Domoki et al. 2006). Igy vélt késébb kozponti té-
mava Szegeden a novényi retinoblasztéma homoldgok tanulmanyozasa (Lendvai et
al. 2007; Abraham et al. 2011). A potencialis termésfokozé agronémiai gének azo-
nositasa és funkciondlis jellemzése érdekében a transzgenikus névényeket a Crop
Design munkatdarsai allitottak el6 és vizsgaltak az un. TraitMill technolégiaval, ami
magdba foglalja az tveghdazi fenotipizalast is. A Szegeden izolalt gének kozul kettd
esetében beigazolddott a termésnoveld képesség, ezeket a géneket szabadalmaztat-
tak (2. tablazat, EP 1580275B1 és EP 1732378B1). Fontos hozadéka volt ennek a
kapcsolatrendszernek, hogy az SZBK csoport tagja lett egy jelent8s unids palyazat-
nak. A European Cell Cycle Consortium (ECCO: szerzédésszam: QLG2-1999-00454)
résztvevdjeként a szegedi kutatdk els6sorban j F-boksz fehérjék vizsgalatit végez-
ték. A tudomanyos hozadékon til az EU-palydzat 250 ezer eurd kutatasi tdimogatdst
jelentett. A Crop Design 2006 6ta a BASF Plant Science berkein beliil mtikodik ered-
ményes biotechnoldgiai cégként.

A sikeres technolégiatranszfer hazai toérténetei kézul mindenképpen kiemelt fi-
gyelmet érdemel a Hadlaczky Gyula és munkatarsai dltal kifejlesztett mesterséges kro-
moszéma technoldgia, illetve annak atvitele a névénynemesités vilagaba. 1989-ben
végezték azt a kisérletet, hogy centromer-specifikus DNS-sel transzformaltik az em-
16s sejteket, aminek eredményeként 4j centromer épult fel, és minikromoszémak
képzédtek. A szatellit alapu mesterséges kromoszomdk (SATAC) alkalmasak arra, hogy
a centromerhez kozeli régidkba tetszés szerinti gént lehessen beépiteni. Hadlaczky
Gyula irasabél, amely a Magyar Tudomany 2013/5. szamaban jelent meg, megismer-
hetjik a technoldgia kifejlesztésének részletes torténetét. Mint a hazai kutatdsok so-
rdn oly gyakran, a pénztelenség okozta nehézségekre a megoldast a kulfsldi forras
jelentette. Szalai Aladar kozvetitésével Kanaddban megalakult a Chromos Molecular
Systems Inc., a SATAC technoldgia biotechnolégiai alkalmazasira. A cég 2001-ben
jelentette be, hogy a névényi mesterséges kromoszéma technolégia kidolgozasa ér-
dekében létrehozza az Agrisoma Biosciences Inc.-t. Az anyagi timogatas mellett ren-
delkezésre bocsatotta a Chromos technol6gidk szabadalmait, tobbek kozott azokat is,
amelynek feltalal6i Hadlaczky Gyula és munkatarsai voltak. A szabadalmak felhasz-
naldsival az Agrisoma kidolgozta az ETL (Engineered Trait Loci) technolégidt, amellyel
kedvez6 zsirsav-osszetételi repcét llitott eld. Az egyszeresen telitetlen zsirsavtarta-
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lom noévelésével és a tobbszorosen telitetlen zsirsavak csokkentésével kedvezébb tu-
lajdonsagu biodizel izemanyag éllithato el6. Bar 4ttételesen, mégis igen jelentds no-
vényi biotechnolégiai eredményhez vezetett Hadlaczky Gyula egyediilallf felfedezése.
Mint az elé6zéekben targyalt példakhoz kapcsolédé kozlemények szerzélistai is bizo-
nyitjak, Hadlaczky Gyula sikeres és nélkillozhetetlen partnerként mar a 70-es évektol
részt vett a noévényi biotechnolégiai kutatasokban. Rendkiviili személyisége, a kuta-
tas szenvedélyétdl fitott hatalmas munkabirasa példa volt mindannyiunk szdmara,
ezért is jelentett potolhatatlan veszteséget 2013-ban varatlan, korai halala.

Milyen j6v6 var a magyar z6ld agrar-biotechnoldgiara?

A fentiekben bemutatott eredmények littdn még a legrosszabb szandéku értékelés-
nek is el kell ismernie, hogy a magyar névényi biotechnolégia figyelemre mélto, si-
keres multtal rendelkezik, és az orszdgban t6bb nemzetkozi ismertséggel rendelkezé
iskola miikédik. A jové kilatasait differencidltan kell prognosztizalnunk. A mikrosza-
porité tizemek gazdasagos miikodtetését a betegségmentes szaporitéanyagok iranti
kereslet alapvet6en meghatarozza majd. A technolégidk automatizéilasa jelentésen
novelheti a tevékenység nyereségességét. A zoldenergia-igények megsokszoroz6da-
saval el6térbe kertlhetnek a bioenergia hasznositdsu fajok szaporitasi technolégiai.
Az Arundo névények szaporitadsidban elért debreceni eredmények, az exporttevékeny-
ség biztat6 példat nyujtanak arra, hogy van jovéje ennek a biotechnolégiai iparnak
Magyarorszagon.

Az Ereky-féle definiciébdl is kovetkezik, hogy a biotechnolégia elvéilaszthatatlan,
integrans részévé valt a novénynemesitésnek. Ezt szdmos hazai példa igazolja, akér a
btza, a kukorica, a burgonya, a paprika vagy a sz6l6 nemesitési programjait nézzik.
A molekulédris markereket rutinszertien hasznaljik, és egyre inkdbb a DNS-szekven-
cia alapt mddszerek kertilnek el6térbe. Ezen a teriileten a magyar kutaték tjdonsédg
értékd fejlesztésekkel is jelentkezhetnek, mint példaul hires magyar fajtak DNS-szek-
vendldsaval. Hasonl6képp, tobb gazdasagi novényinknél ma mar a haploidok el8al-
litdsa is kikeriilhetetlen eleme a fajta-el6allité munkanak. Fontos, hogy a névényi
Gssejtéllapot, a totipotencia bioldgiai alapjainak a kutatdsa folytatddjék, mert ezen
keresztil lehet a névényregeneraciés folyamatokat agy irdnyitani, hogy a nemesitési
tenyészanyagok széles valasztéka, genotipustdl fuggetlentl alkalmas legyen a techno-
l6gia alkalmazéséra.

Ma Magyarorszagon a géntechnolégidval térténd nemesités jovéje rovid tavon
igen sok bizonytalansiggal terhelt. Az egyik jarhat6 tut, hogy olyan technolégidk ki-
fejlesztése és alkalmazasa keriil elgtérbe, amelyek terméke a jelenlegi EU-szabélyozas
szerint nem tekintendé6 GMO-nak, és igy nem esne a koltséges GMO-szabdlyozas ér-
vénye ald. Szamos névény nemesitése soran beigazolédott, hogy a kromoszémakészlet
megsokszorozdsa, az autopoliploidok eléallitasa lehet8séget nyujt a bioldgiai teljesit-
mény fokozasara. Kulénosen hasznilhaté ez a megkozelités a vegetativ Gton szapo-
ritott energiandvények esetében. Ezt kivantak kihasznélni az SZBK kutatéi, amikor
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eléallitottak az energiafiiz poliploid véltozatat. A 2n=76 kromoszémaval rendelkezé
Salix viminalis L. névények szabadféldi értékelése ad majd valaszt arra, hogy a kro-
moszémaszam megdupldzdsa milyen hatdst gyakorol a névekedési intenzitdsra,
a biomasszahozam alakulasara. A poliploidizacié iranti figyelem fokozédasa abban is
tetten érhetd, hogy kulféldén tébb vallalkozas is alakult a metodikai tjdonsagok al-
kalmazasara. Egy ausztral cég példdul epigenetikus uton &llit els tetszés szerinti po-
liploid névényeket.

Kiilon figyelmet érdemelnek az ,Uj nemesitési médszerek”, amelyekrél a European
Commission’s Joint Research Centre (JRC) Institute részletes tanulmdnyt készitett
New plant breeding techniques: state-of-the-art and prospects for commercial development
cimmel (2011). Gyakran hangoztatott kritika a GM-névények ellenzéi részérél, hogy
mivel nem tudjuk irdnyitani, hogy a genom mely részébe épiiljén be az idegen transz-
gén, ezért ezek a novények ,félkész termékek”. Nem mintha a nemesité keresztezés-
kor kontrolldlni tudné a gének keveredését, mégis elvarjik, hogy az irdnyithat6sag
kovetelmény legyen a géntechnolégidval folytatott nemesités sordn. A JRC tanul-
many két médszert is bemutat, amely lehet6vé teszi a helyspecifikus génbeépitést.
A cink-ujj nukledz médszert és az oligonukleotidok dltal irdnyitott génspecifikus mutdcio
(ODM: oligonucleotid directed mutagenenesis) létrehozasanak technolégidjat Dudits
és Gyorgyey (2013) ismerteti a kordbban idézett Zold GMO-k cimi kényvében. Az
ODM témadban a jelenlegi eljarasok legf6bb hidnyossiga, hogy alacsony a mutédcidk
gyakorisdga, és korldtozott azoknak az agronémiai tulajdonsidgoknak a kére, amelyek
esetében szelekcidés médszer alkalmazhaté a mutans sejtek, novények felismerésére.
A szintetikus oligonukleotidok &ltal indukélt génspecifikus mutdcidék szamdnak né-
velését varhatjuk az oligonukleotidok kémiai szerkezetének optimalizdlasatél, a mo-
lekuldk sejtekbe torténd bejuttatisanak hatékonyabba tételétél. A mutaciok homolog
rekombindciéval a DNS replikiciéja alatt kovetkezhetnek be, ezért szinkronizalt sej-
tek hasznalataval, illetve a kromatin szerkezetének mddositisaval érheté el a haté-
konysag névelése. Az SZBK Novénybioldgiai Intézetében folyamatban van ezeknek a
tényez8knek a vizsgalata.

Nehéz vitatni, hogy a z6ld biotechnolégia frontvonalat a genomok szerkesztésének
kulénb6z6 moédozatai jelentik. A bemutatott visszatekintés igazolja azt a tendenciit,
hogy a beavatkozdsok precizitasa javult a legutébbi évtizedekben végzett kutatdsok
eredményeképpen. A szomatikus hibridizacié is folyamatosan fejlédott a cibridizacié
és aszimmetrikus hibridizaci6 felé. Ezek a médszerek azonban vesztettek jelentsé-
gikbél, ami érthetd, hiszen a jové kétségteleniil az izolalt gének beépitésére alapo-
zott génnemesitésé, a GM-novények el6éllitisaé. Ez olyan innovécids vildgtendencia,
amelyet megkérdéjelezni csak nagy karokozas aran és ideig-6raig lehet. Magyaror-
szagon a GMO-mentes novénytermesztést meghirdetd politika talajat veszti, ha az
EU olyan GM-névények termesztését is engedélyezi, amelyek jelentés gazdasdgossagi
és kornyezetvédelmi hasznot jelentenek a magyar gazdak szamara. Igy a kukorica-
bogar-ellenall6 vagy aszalytiiré kukoricahibridek, illetve a burgonyavész-rezisztens
fajtak termeszthet8sége esetén nehéz lesz meggy6zni a gazdalkoddkat, hogy ilyen
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ofélkész termékekre” nincs szitkségik, mikézben a szomszédos orszagokban a ver-
senytdrsak kihaszndljak a GM-fajtak el6nyeit.

Az agrir géntechnolégia magyarorszagi jovéjét csak ugy lehet biztositani, ha aktiv
ismeretterjesztés segiti a technoldgia tudomanyos lényegének bemutatasat. A jelen-
leg tapasztalhaté tarsadalmi elutasitasért sokban felelés a média, kiilénésen az irott
sajtd, hisz a hirek széles teret engednek a tudomaénytalan szenzaciéknak, és GMO-kkal
riogatjdk az embereket. Sajnos csak kevés kutaté vallal szerepet a korrekt tajékoz-
tatdsban, pedig ez a kozosség konnyen adldozata lehet a fékeveszett GMO-ellenes-
ségnek, még ha az dtmeneti is. Az 1999-ben alapitott Barabds Zoltdn Biotechnolégiai
Egyestilet (BZBE) a legmarkdnsabb arculatd hazai szervezet, amely folyamatosan el-
lensulyozni igyekszik a kézvélemény, a politikai déntéshozok félretdjékoztatasabdl
fakadé torzuldsokat. A konferencidk szervezésén tuil az Egyesiilet dllandé kiadvanya a
Z¢ld Biotechnolégia Hirlevél (http://www.zoldbiotech.hu). Folyamatosan tdmogatja tu-
domanyos és ismeretterjeszté kiadvinyok megjelentetését is. A BZBE fontos egytitt-
miikods partnerének tekinti a Pannon Névény-Biotechnoldgiai Egyesiiletet, amelynek
tevékenységi kore kiterjed a Karpat-medence orszigaira. Legfontosabb kozos kiad-
vanyuk a Genetikailag mddositott él6lények (GMO-k) a tények tiikrében: Magyar Fehér
Konyv (2011) magyar és angol nyelvi kiadasa.
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akadémikus, kutatéprofesszor

MTA Szegedi Biolégiai Kutatékézpont Novénybiolégiai Intézet
6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

1943-ban sziiletett, a G6dolléi Agrartudomanyi Egyetem (GATE) Mez6gazdasagi Ka-
ran 1966-ban szerzett kituntetéses agrarmérnoki diplomat. 1971-t6l az MTA Sze-
gedi Bioldgiai Kézpont kutatéjaként kezdetben btiza szvettenyésztési és szomatikus
sejthibridizaciés témakon dolgozott. 1982-83-ban a Massachusetts General Hospi-
tal Molekularis Biolégiai Osztalyan, Bostonban és a Harvard Egyetem Orvosi Karan,
(Cambridge, Massachusetts, USA) vendégprofesszorként végzett kutatasokat, ahol a
rekombindns DNS mddszereket sajétitotta el. Hazatérésével kiszélesedett Magyaror-
szagon a novényi génsebészet, amelyet kordbban Koncz Csabédval kezdeményeztek a
himsteril kukorica mitokondridlis plazmidja DNS-ének jellemzésével. Az els6 magyar-
orszagi transzgenikus (GM) novényt 1986-ban megjelent kézleménytkben irtak le.
Morocz Sdndorral, a szegedi Gabonakutaté Intézet kukoricanemesitéjével egy vilagsza-
badalommal védett génbeépitési technolégiat dolgoztak ki, amellyel gyomirtészer-el-
lendllé novények eléallitasa tortént. Nemzetkozileg is elismert kutatdsokat végzett a
novényi sejtek osztédasat szabalyzé gének és fehérjekomplexek jellemzésével. Kozel
egy évtizeden at koordinatorként vezette azt a Buzakonzorciumot, amely integralta a
hazai nemesitési és alapkutatasi tevékenységeket. Jelenlegi kutatasainak kézéppont-
jdban a szarazsigtirés genetikai és élettani alapjainak megismerése all. Egytittmiko-
désben Pauk Janossal, a Gabonakutaté Intézet munkatdrsaval egy lucerna méregtele-
nité gén beépitésével 4j, szarazsigtlir buza genotipusokat allitottak el8.
Széchenyi-dijas akadémikus, jelenleg a Magyar Tudomanyos Akadémia élettudo-
manyi alelnéke. Ezen kiviil tagja az Academia Europaea-nak és az Eurépai Molekula-
ris Bioldgiai Szervezetnek (EMBO), valamint éveken keresztiil vezet&ségi tagja volt a
Nemzetkozi Sejtkutatési Szervezetnek (ICRO) és az Eurdpai Névénytudomdnyi Szer-
vezetnek (EPSO). A Barabas Zoltan Biotechnolégiai Egyesiilet alapité elnokeként aktiv
szerepet véllal a géntechnoldgiaval térténé névénynemesités hazai elfogadtatasaban.
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Fehér Attila

tudomdnyos tanacsadé

MTA Szegedi Biol6giai Kutatékézpont Névénybioldgiai Intézet
6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

Egyetemi tanulmdnyainak befejezése (biol6gus szak, Kossuth Lajos Tudomanyegye-
tem, Debrecen) utdn 1984-ben keriilt az MTA SZBK Dudits Dénes vezette kutatdcso-
portjaba. 1993-ban védte meg in vitro génatviteli mddszerek burgonyanemesitésben
torténd alkalmazasival kapcsolatos kandidatusi disszerticiéjat, majd nemzetkozi
posztdoktorélis dsztondijaknak koszonhetben kozel harom évig dolgozott a francia-
orszagi tudomdnyos akadémia névénybioldgiai intézetében (CNRS, Institut des Scien-
ces du Végétal, Gif-sur-Yvette). Hazatérése utan, Dudits Dénes f6igazgatoi kinevezése
miatt, dtvette a ,Novényi Sejtosztddds és Differencidlédas” csoport operativ irdnyitd-
sat. 2003-ban az MTA Szegedi Biolégiai Kézpont Novénybioldgiai Intézetében megala-
pithatta sajat, ,Funkciondlis Sejtbiolégia” elnevezésii kutatdcsoportjat, melynek érdek-
16dési kérében a novényi egyedfejlédés és morfogenezis rugalmassaganak szabalyozasa
all. Ezzel kapcsolatos, a testi sejtekbél elindulé embriéfejlédés (szomatikus embrioge-
nezis) koralményeit feltaré kutatdsai szolgaltak akadémiai doktori értekezésének alap-
jaul, melyet 2008-ban védett meg. Jelenlegi kutatasai a névényi RHO-tipust GTPaz-
okhoz kapcsolédé jelatviteli utak feltarasara és a névényi embriogén sejtek (,6ssejtek”)
in vitro indukcidjaval kapcsolatos epigenetikai valtozdsok megismerésére irdnyulnak.

Horvath V. Gabor

tudomdnyos fémunkatars

MTA Szegedi Biol6giai Kutatékézpont Névénybioldgiai Intézet
6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A Szegedi Bioldégiai Kutatékoézpontban 1989-ben kezdett a rekombinans kloroplasz-
tisz genommal kapcsolatos kutatdsaiba, amivel 1995-ben szerezte meg egyetemi dok-
tori (Dr. Univ.) fokozatit. Ugyanebben az évben csatlakozott a Dudits Dénes altal ve-
zetett csoporthoz, ahol egyik feladata a névényi sejtciklus szabalyozoéfehérijéi kozott
fellépd kolesonhatasok vizsgalata volt. Ezzel parhuzamosan bekapcsolédott a Bay Zol-
tan Alkalmazott Biotechnoldgiai Intézettel kézoésen folytatott, a fokozottan stressz-
tir6 haszonnévények eléallitasat célul tiizé kutatasokba, melyek késébb az 6 iranyita-
saval folytak. 1998-ban szerezte meg PhD fokozatat a fehérje-fehérje kolcsonhatdsok
éleszté kettds hibrid rendszerben térténd vizsgilatinak elemzésével, majd 2000 és
2003 kozott a Medicago truncatula gimésejtekben végbemend endoreduplikaciot sza-
balyoz6 fehérjéket vizsgalta Gif-sur-Yvette-ben (Franciaorszag) Kondorosi Eva iranyi-
tasaval. Innen hazatérve ismét bekapcsolddott a névényi sejtciklussal és a stressztiirs
novényekkel kapcsolatos munkédkba, 2005 és 2013 kozott 6 vezette az ehhez kapcso-
16d6 kutatasokkal foglalkoz6 Novényi Sejtosztédasi és Stressz Adaptéciés Csoportot.
Jelenleg 6 kutatasi témdja a névényi sejtciklus fényregulacidja, de aktivan részt vesz
az aldo-keto reduktazok agrar-biotechnolégiai alkalmazdsat célzé6 munkakban is.
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Koncz Csaba

kutatécsoport-vezetd

Max Planck Institut Fir Pflanzenziichtungsforschung
Carl-von-Linné-Weg 10, D-50829 Kéln, Németorszag

1977-ben végzett biolégusként a szegedi J6zsef Attila Tudomanyegyetemen. Dip-
loma- (1977) és egyetemi doktori (1978) dolgozatit az MTA Szegedi Biol6giai Koz-
pontjaban készitette Venetianer Pal szakmai irdnyitdsa alatt. 1977-t61 1987-ig Dudits
Dénes csoportjaban dolgozott az SZBK Genetikai, majd Noévénybioldgiai Intézetei-
ben. 1979-ben egy hénapos tanulmanyiton volt Jeff Schell és Marc Van Montagu
genti intézetében, majd 1980-81 kozott a kélni Max Planck Intézetben dolgozott
Osztondijasként. Kutatdsait Szegeden folytatta 1981-84 kozott. 1984-ben megvédte
kandidatusi értekezését. 1984-t6l a kélni Max-Planck Intézet csoportvezetdje, ahol
2003-ig Jeff Schell-lel dolgozott. 1987-t6l szegedi laboratériuméanak tudomanyos ta-
nacsaddja részidében. 1995-t6] EMBO-tag, 2005-t8l az MTA doktora. Kezdeti kuta-
tasainak eredményei koziil 1990-ig ismertebbek az elsé éllati gének kifejezédésének
vizsgdlata novényekben, a T-DNS egyes génfunkcidinak azonositasa, az elsé kételemi
T-DNS vektorok elkészitése, fénykibocsatéd bakterialis luciferaz, szintetikus CryIC Bt
toxin és egyéb fehérjét termel6 névények eléallitasa és a T-DNS novényi kromoszoma-
lis integral6dasat szabalyozé mechanizmusok folderitése. Rédei Gyorggyel valé talal-
kozasa és baratsidga 1986-t6l kezdve figyelmét az Arabidopsis-ra iranyitotta. Tovabbi
munkadjival hozzajarult ahhoz, hogy az Arabidopsis a molekularis genetikai kutatdsok
modellngvényévé valjon. Munkatarsaival egyiitt kidolgozta az Arabidopsis T-DNS in-
szerciés mutagenezis alaptechnikait, létrehozott egy 120 000 ezer T-DNS-sel transz-
formalt névénybdl 4ll6 mutansgyljteményt, és izoldlta az elsé Arabidopsis T-DNS in-
szerci6s mutanst. 1996-ban a SALK Intézetben dolgozé Joanne Choryval egy idében
bizonyitotta, hogy a brasszinoszteroidok névényi szteroid hormonok. Ezért 1998-ban
az Eszak-Rajna Wesztfaliai Tudoményos és Miivészeti Akadémia Karl Arnold-dijaval
tuntették ki. 2013-ig 160 tudomanyos kozlemény szerzdje.

Magyar Zoltan

tudomdanyos fémunkatars

MTA Szegedi Biolégiai Kutatékoézpont Novénybioldgiai Intézet
6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

Egyetemi tanulmdnyait kovetSen (molekularis biolégus szak, Jézsef Attila Tudomany-
egyetem, Szeged) 1989-ben csatlakozott az MTA SZBK Dudits Dénes vezette kutaté-
csoportjdhoz. Kutatémunkaja sordn a névényi sejtosztédas szabdlyozasat vizsgalta,
ahol elséként sikeriilt azonositaniuk olyan noévényspecifikus ciklinfiggé protein-ki-
nazokat, amelyek a sejtciklus G2-M fazisaban szabalyoz6 szerepet jatszanak. Az ebbdl
a munkabdl irt doktori értekezését 1999-ben védte meg. Még ugyanebben az évben
EMBO-6sztondijjal a Dirk Inzé vezette kutatécsoporthoz keriilt a Genti Egyetemre,
ahol az oszt6dasba 1épés transzkripciondlis szabalyozé elemeit, az E2F-RB regulato-
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rok szerepét tanulmdnyozta a névényi kutatdsok modellnovényében, az Arabidopsis
thalianaban. 2003-t6l a Londoni Royal Holloway Egyetemen miikods, Bogre Laszlo
irdnyitotta kutatécsoportban folytatta a kutatésait. Itt sikeriilt kimutatniuk, hogy az
egyik novényi E2F transzkripciés faktor mennyire fontos szerepet jatszik a névényi
novekedési hormon, az auxin 4ltal irdnyitott sejtosztéddsokban. 2009-ben hazatért
Magyarorszagra, és az MTA SZBK Névénybiolégiai Intézetében megalapitotta sajat,
a ,No6vényi névekedés molekularis szabalyozasa” elnevezésti kutatécsoportjat. Kuta-
tasaik kozéppontjaban a névekedés két alapvetd folyamatat, a sejtosztodast és a sejt-
megnyulast szabalyozé E2F gének allnak. Kutatasi céljaik kozott az E2F célgének azo-
nositasa és az E2F-RB fehérjekomplexek biokémiai tisztitdsa és jellemzése szerepel.

Mészaros Tamas

egyetemi docens

Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis Biolégiai és Patobiokémiai Intézet
1094 Budapest, Tizolté u. 37-47.

Dudits Dénes témavezetésével 2000-ben védte meg a lucerna sejtciklus szabalyozasat
tanulményozé PhD-dolgozatat. Ezt kévetéen négy évig a Royal Holloway, University
of London Bégre Laszl6 altal vezetett laboratériumaban vizsgalta az Arabidopsis MAP
kindzok szerepét. Hazatérését kovetSen a Budapesti Miszaki és Gazdasdgtudomanyi
Egyetem, Biokémia és Elelmiszeranalitikai Tanszékén kezdett dolgozni, ahol érdekls-
dése az in vitro transzlacié és aptamer szelekcié felé fordult. 2007-ben munkahelyet
valtva csatlakozott a Semmelweis Egyetem Orvosi Vegytani, Molekularis Biol6giai és
Patobiokémiai Intézetéhez, és jelenleg is ott dolgozik egyetemi docensként. Az ut6bbi
években kutatémunkajidban nagyobb hangsulyt kapott az in vitro transzlacién alapulé
fehérjeanalizis és a diagnosztikai céla aptamerek szelekcidja, de kollaboraciékon ke-
resztiil tovabbra is aktivan részt vesz névénybiolégiai kutatdsokban.

Morocz Sandor

kukoricanemesité

Gabonakutaté Nonprofit Kézhasznu Kft.
6726 Szeged, Alsé kikoto sor 9.

1951-ben sziletett okleveles agrarmérnok, a mezdgazdasig-tudomdny kandidatusa,
kukoricanemesitéssel foglalkoz6 tudomanyos kutatd. 1976 és 2012 kozott allt alkal-
mazdsban els6 és egyben utolsé munkahelyén, amely jelenleg a Gabonakutaté Non-
profit Kézhasznu Kft. néven ismert. Kézben vendégkutatéként az MTA SZBK Ge-
netikai, illetve N6vénybiolégiai Intézetében és a német Hochst AG novényvédelmi
kutatdsok osztdlyan Frankfurtban dolgozott évekig. Egzotikus kukorica kiindulasi
anyagok korszerl nemesitési forrdsanyagga alakitasanak és a szovettenyésztési mod-
szer kukoricanemesitési alkalmazasanak szentelte a kutatdi palydjan toltott ideje leg-
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jelentésebb részét. Mind tudomanyos, mind gyakorlati sikereket ért el az a mester-
séges rendszere, amelynek segitségével izolalt kukoricasejtekbdl (protoplasztokbdl)
termGéképes novényekig lehet eljutni. Ennek a rendszernek a segitségével valdsitot-
tak meg a vildgon az egyik elsé ivarosan 6r6klédé fajidegen génbeiiltetést a kukori-
can. Kifejletlen kukorica virdgporszemek kozvetett és kozvetlen szovettenyésztésé-
vel munkatarsaival olyan kukorica vonalakat hoztak létre, amelyek kisérleti hibridek
elgéllitisdra és tovabbi nemesitési munkara voltak hasznalhatéak. Szévettenyész-
tési munkdja vildgszerte ismert szabadalmakat eredményezett, mig nemesit6i mun-
kéja tobb allamilag elismert kukorica hibridnek a létrejottét segitette intézményé-
ben. Dr. Németh Janost és dr. Szél Sandort kévetéen 2007-t6l 3 évig volt kinevezett
vezetbje intézménye kukoricakutatdssal foglalkozé részlegének. Irdnyitéként vagy
résztvevéként kozremiikodott tobb OTKA, OMEFB és egyéb palyazatokban, tevéke-
nyen jarult hozzd kalfoldi kutatdsi megbizasok, szabadalmi bevételek elnyeréséhez,
kivitelezéséhez, melyek komoly anyagi forrast jelentettek munkaaddinak. A szovette-
nyésztési és nemesitési munkdassiga 6tvozésével kidolgozott, nemesitési anyagokban
is megtestesiilé kukoricanemesitési rendszere alkalmazasra és kozlésre var.

Szabados Laszlé

tudomdényos tanacsadé

MTA Szegedi Biolégiai Kutatékozpont Novénybioldgiai Intézet
6726 Szeged, Temesvari krt. 62.

A szegedi Jozsef Attila Tudomanyegyetemen 1978-ban szerezte meg biolégus dip-
lomajat. Az egyetem utdn az MTA SZBK Genetikai Intézetében Dudits Dénes cso-
portjdban dolgozott. Egyetemi doktori disszertaciéjat 1982-ben védte meg. 1984 és
1987 kozott posztdoktoralis 6sztondijjal a Kolumbidban 1évé International Center
for Tropical Agriculture (CIAT) intézetében, majd 1987 és 1990 kozott a kélni (Né-
metorszag) Max-Planck-Institut fiir Ziichtungsforschung-ban dolgozott. 1990-ben
az MTA SZBK Névénybioldgiai Intézetében Koncz Csabaval kézosen alapitotta meg
az Arabidopsis Molekularis Genetikai kutatécsoportot. 1994-ben a biolégiai tudo-
manyok kandidatusa cimet, 2010-ben az MTA doktora cimet szerezte meg. Kutatasi
tertlete a novények szarazsag- és soétilirésének molekuldris szintl szabélyozasa. Az
Arabidopsis thaliana modellt hasznalva a kutatécsoportnak tébb olyan gént sikeralt
izolalnia, amelyek az ilyen tipusu kérnyezeti stresszre adott valaszokat szabalyozzik.
Kutatési témai kozé tartozik a prolinfelhalmozdédas szerepének kutatasa a sé stresszel
szembeni ellenallé képesség kialakitdsdban, a mitokondrialis elektrontranszport és a
stresszvélasz kapcsolatanak kutatasa. A stresszvalasz szabalyozasaban részt vevé fak-
torok koziil elsésorban a h6sokk és cink-ujj tipust transzkripcids faktorok, valamint
a MAP, illetve CRK csalddba tartozé fehérje kinazok szerepének vizsgalata a csoport
f6 kutatasi teriilete.
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