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1. BEVEZETES

Az EU a jelen és a jovO alapvetd feladatanak tekinti a nagy mennyiségli és jo6 mindségii
fehérjét tartalmazoé ndvényi magok (igy a gabonafélék) élelmiszerbiztonsagi szempontbol megfeleld
kinalatat. Egy élelmiszeripari termék mindségének része a biztonsagos fogyaszthatosag is,
amelynek monitorozasa a fogyasztok védelme és a piaci eladhatosdg, de kornyezeti terhelés
problémai miatt is egyre jelentdsebb teret kap. Az élelmiszeripari alapanyagok 0sszetevdiben, azaz
a novények fehérje-Osszetételében a kiillonbozd biotikus, abiotikus kornyezeti hatasok, illetve a
génmodositas is valtozasokat eredményezhet.

Az ¢lelmiszerbiztonsag, az egészségmegdrzO taplalkozds szempontjabol a kornyezeti
valtozasok eredményeként szintetizaloddott 1) fehérjék vizsgélata sziikséges, annak megitélésére,
hogy ezen fehérjék a novényi allergén csaladokhoz tartoznak-e, PR (pathogenesis-related) fehérjék-
e, rendelkeznek-e nutritiv vagy antinutritiv bioldgiai aktivitdssal. A génmddositott termékek
esetében elvaras, hogy az 1j termékek legalabb olyan biztonsagosak legyenek, mint a
hagyomanyosak. A génmddositassal eldallitott novényekben az allergén fehérjék megjelenése
komoly kockéazati tényezd lehet. Ezért alapvetéen fontos volna az ismert allergén fehérjék
szerkezetének tanulméanyozésa is. A fogyasztok és a szakmai kozvélemény egyarant igényli az
objektiv élelmiszer biztonsagi/mindségi kisérleteket.

A molekularis biologia kozponti tétele a genetikai informacié daramlasat az ¢lo
szervezetekben a DNS-t6] az RNS-en keresztiil a fehérjékig hatdrozza meg. A legtjabb technikak
mar alkalmasak arra, hogy ezen biomolekuldk kozotti sokféle kolcsonhatasrdl és a genetikai
informacio-aramlas minden egyes 1épcs6fokarol, az azokat befolyasold specifikus koriilményekrol,
igy a kornyezeti hatasokrol és a stressz allapotokrol informaciot nyerjiink. Ezen technikak kozott
megemlithetjiik a genomikat, a transzkriptomikit, a proteomikat, valamint a glikomikéat
(Hirabayashi és Kasai, 2002) és a metabolomikat (Sumner, 2003) is. Kutatasaim sordn ezen ujszerii
megkozelitést jelentd vizsgalatok koziil a proteomikat alkalmaztam.

A proteom tanulmanyozasaval lehetdség nyilik arra, hogy az ¢lelmiszer-tudomany
szempontjabol jobban megérthessiik az ¢élelmiszermindséget befolydsold tényezdket, azokat az
utakat, amelyeken a gének adott kornyezeti koriilmények kozott expresszadlodnak. A proteomika
szamos bonyolult modszert kombinal a fehérjék azonositdsdra és mennyiségi meghatarozasara. A
proteom Osszetételét lathatova tévo legfobb modszer a kétdimenzios gélelektroforézis (2-DE). Az
elvalasztott fehérjék azonositasara, szekvencidjuk meghatirozasara ma a nagy érzékenységii
elektrospray (ESI) ¢és matrixhoz kotott 1ézer ionizacios — ,repiilési id6” (MALDI-TOF)

tomegspektrométereket alkalmazzak.



Munkam soran az eddig napjainkban leginkdabb az orvostudomanyi és a gyogyszerészeti
kutatasokban elterjedt proteomikai vizsgéalatokat alkalmaztam az élelmiszertudomény teriiletén.
Kisérleteimben az allergén buzafehérjék allergenitdsa és hidrofob jellege kozotti Osszefiiggést
vizsgaltam. A kdrnyezeti valtozas hatdsat kovettem nyomon sziil6i és transzgénikus buza vonalak,
illetve tavaszi arpa vonalak fehérje-Osszetételében. Tanulmanyoztam egy tritikdle vonal fehérje-

Osszetételének és biologiai aktivitasanak valtozasat az érési allapot fliiggvényében.
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II. IRODALMI ATTEKINTES

II. 1. Gabonafehérjék vizsgalata elektroforetikus technikakkal

Az endosperm fehérjék extrakcidjanak még ma is a legszélesebb korben alkalmazott modja az
olddszeres kinyerés ¢és az ezt kdovetd csapadékképzésen alapuld frakcionalas. Osborne (1907)
javaslata alapjan a gabonafehérjéket oldhatdsaguk alapjan négy csoportba sorolhatjuk: viz-oldhaté
albuminok, s6-oldhaté globulinok, alkohol-oldhato gliadinok és hig savakban, illetve lugokban
0ldodo gluteninek. Vannak azonban olyan proteinek, amelyek egyik csoportba sem sorolhatok, ezek
az Osborne-szerinti frakcionalds végén visszamarad6 oldhatatlan fehérjék. Az Osborne-eljarés
alkalmazasakor altaldanos megfigyelés a kiilonb6z6 frakciok fehérjéinek atoldodasa. Az 1. tablazat

az egyes buzaszem frakciok fehérje-osszetételét mutatja.

Frakciok Simmonds Lasztity Belitz és Grosch Konarev
(1978) (1999) (1987) (1980)

Albumin 5-10 6,63-12,10 14,7 7-10

Globulin 5-10 4,25-7,15 7,0 4-6

Gliadin 40-50 30,62-56,30 32,6 40-45

Glutenin és a
maradék 30-40 28,88-56,34 453 40-55
1. tablazat

A buzaszem frakciok szerinti fehérje-0sszetétele (%) (Lasztity, 1999)

Az oldbészeres kivonassal és 1épcsOzetes kicsapassal frakcionalt gabonafehérjék tovabbi
elvalasztdsa szamos analitikai modszerrel valdsithatd meg, ezek koziil az egyik leggyakrabban
hasznalt technika az elektroforézis. Az ¢lelmiszeranalitika teriiletén az elektroforetikus modszerek
jelentds szerepet kaptak a novényi, allati fehérjék és peptidek vizsgalataban, izolalasaban,
jellemzésében, valamint tisztitdsaban (Hajos, 1993, Marri és mtsai., 2003, Ovando és mtsai., 2004,
Mayer, 2005). Az elektroforézis alkalmas az idegen fehérjék kimutatasara, élelmiszerek fehérje-

Osszetételének meghatarozasara, a fehérjeszerkezetet befolyasolo tényezok hatasanak vizsgalatara.
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IL. 1. 1. Poliakrilamid gélelektroforézis alkalmazasa gabonafehérjék vizsgalataban

Az egyediilallo sikérképzd tulajdonsdguk miatt az endosperm tartalék fehérjék vizsgélata
kertilt el6térbe, szemben az endosperm egyéb, metabolizmus szempontjabol aktiv (albumin és
globulin) fehérjéinek tanulméanyozéasaval. A kezdetben alkalmazott keményitdgél elektroforézises
technikat (Woychik és mtsai., 1961), illetve a mozgd hatarfeliiletek modszerét (Jones és mitsai.,
1959) fokozatosan felvaltotta a poliakrilamid gélek felhaszndldsa (Lasztity, 1981).

A gabonafehérjék tanulmanyozdsidra a poliakrilamid gélben végzett elvéalasztdsnak két
formaja terjedt el, a natrium-dodecil-szulfat poliakrilamid gélelektroforézis (SDS-PAGE) ¢és a savas
poliakrilamid gélelektroforézis (A-PAGE). Az SDS-PAGE elvalasztasnal a detergens (SDS) elfedi
a fehérje sajat toltését, megsziinteti az alegységek kozotti kolcsonhatdsokat, ha azokat nem
diszulfidkotések stabilizaljak. [-merkapto-etanol hozzdaddsdval ezek a diszulfidkotések
felbonthatok. Ilyen koriilmények kozott a fehérje mozgékonysagat elektromos térben csak a mérete
befolyasolja. A detergens nélkiili, savas pH-n végzett elvéalasztas (A-PAGE) alapja viszont a
fehérjék eltérd toltésstirtisége.

A gliadin komponenseket Jones ¢és mtsai. (1959) eltérd elektroforetikus mozgékonysaguk
alapjan: o-, B-, y- és w-gliadinoknak nevezték el. A kisebb felbontoképességli elektroforézissel
elvalasztott alfrakciok tovabbi szeparalasat elsoként Lookhart és Albers (1988) végezték el.
Munkajuk soran poliakrilamid gélben a tejsav (A-PAGE), illetve az SDS jelenlétében végzett
elvalasztasokkal kapott fehérje-mintazatokat hasonlitottdk Ossze. A csak molekulatomeg alapjan
végzett szepardlaskor az a-, -, y-gliadinoknak megfelelé fehérjesavoknal atfedést tapasztaltak.
Ezzel szemben a fehérjék eltérd toltéssiirlisége szerint végzett elvalasztds esetében hatarozottan
elkiilonithetk voltak az eltérd elektroforetikus mozgékonysaggal rendelkezé gliadin alfrakciok. A
gliadin frakcidkhoz tartozo fehérjék egyértelmli genetikai meghatarozottsaga lehetdséget nyujt a
gélelektroforézises technika felhasznédldsdhoz a fajtaazonositdsban. Mivel az a-, B-, y-gliadinok
kézel azonos molekulatomeggel ugyanakkor eltérd toltéssel rendelkeznek, ezért a
fajtaazonositasban a leggyakrabban alkalmazott elvalasztastechnika az A-PAGE.

Payne és mtsai. (1979) kiilonb6z6 buzafajtdk tartalék fehérjéit tanulmanyoztak SDS-PAGE
elvalasztassal. Eredményeik szerint a nagy molekulatomegii glutenin komponensek ¢és a siitdipari
mindség kozotti 0sszefliggés mutathato ki.

A mozgo6 hatarfeliiletek modszere és a kotott (zona) elektroforézis (SDS-PAGE, A-PAGE)
mellett az elektroforetikus technikédk harmadik csoportjaba tartozo izoelektromos fokuszalas (IEF)
is elterjedt modja a gabonafehérjék tanulmanyozasanak. A vizsgalati modszer hatranya azonban,

hogy az eltéré oldékonysaggal jellemezhetd fehérjék oldatba vitele nehezen kivitelezhetd, ezért
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novényi eredetli fehérjék, illetve élelmiszerfehérjék izoelektromos pont szerinti elvalasztasdhoz igen

elterjedt a karbamid hasznalata (Righetti és Bosisio, 1981).

II. 1. 2. Nagyfelbontasu kapillaris elektroforézis (HPCE) alkalmazasi teriiletei

A kapillaris méretben végzett, elektromigracion alapuld elvalasztas egyike a leggyorsabban
fejlodd elvalasztdsi modszereknek. A kapillaris elektroforetikus modszerek gyorsasaguknak,
automatizalhatésaguknak, jo felbontasuknak (10° elméleti tanyérszam/ m) és a kis anyagigényiiknek
koszonhetden nagyon gyorsan elterjedtek (Idei és Hajos, 2001). Gabonafehérjék tanulméanyozasat a

,klasszikus™ elektroforézis mellett gyakran végzik HPCE alkalmazaséval.

II. 1. 2. 1. Szabad zoénas kapillaris elektroforézis

A nagyfelbontast kapilldris elektroforézis technikak koziil a gabonafehérje vizsgélatokban
els6sorban a szabad zonas kapillaris elektroforézist alkalmazzak (FZCE). Az elvélasztasi modszer
alapja, hogy a minta fehérjekomponensei a toltés/tomeg arany kiilonbségébdl adddo, latszolagos
mozgékonysagukban mutatkozo eltérés alapjan szeparalhatok.

Az FZCE legfontosabb alkalmazéasi terlilete - a két poliakrilamid gélelektroforézis
technikdhoz (A-PAGE és SDS-PAGE) hasonléan - a gabondk fajtaazonositdsa. A vizsgélati
modszer sikeres alkalmazasat elsok kozott Werner és mtsai (1994) publikaltak. Kutatasaikban az
alkohol-oldhat6 fehérj¢k FZCE analizise alapjan egyértelmiien elkiilonitheté volt a vizsgalt 12
buzafajta. Ugyanezen komponensek nagyobb felbontasti elvalasztisat valdsitotta meg Bietz és
Schmalzried (1995) savas pH-ju (2,5) foszfat puffer alkalmazasaval. Késébbi irodalmi adatok
szerint mar igen rovid idejii (10 perc) kapillaris elektroforézissel sikeres fajtaazonositasi vizsgéalatok
végezhetok el (Lookhart és Bean, 1995). A gyors szeparaldssal ugyan csokken az elvalasztés
felbontdsa, azonban az alkalmazott foszfat puffer jelenlétében genetikailag igen kozel esd
buizafajtak is azonosithatok.

Fontos szerepet kapott az FZCE a gabonafehérjék jellemzésében és osztalyozasaban is. Az
Osborne nyoman oldhatésag alapjan meghatarozott fehérjefrakciokat Lookhart és Bean (1995)
foszfat puffer jelenlétében szeparaltik €s jellemezték. Eredményeik szerint az albumin és a globulin
fehérjéket tartalmazd csucsokat az els6 4 percben detektaltdk, majd a kozel azonos
mozgékonysaggal rendelkez0 tartalék fehérjék jelentek meg az elektroforetogramon.

Meghataroz6 az FZCE technika jelentésége a fajtakivalasztasban, a siitipari mindséget

meghataroz6 Osszefliggések (Weegels és mtsai., 1995) tanulmanyozasaban is. Shomer és mtsai.
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(1995, 1998) az FZCE technikat elektron mikroszkopos vizsgalatokkal kiegészitve tanulmanyoztak
az albumin, illetve a globulin fehérjék lehetséges szerepét a siitdipari tulajdonsagok kialakitdsaban,
majd vizsgalataikat a gliadin és a glutenin fehérjékre is kiterjesztették. A hd hatdsara koagulalt
polipeptidek elektroforetikus mintazata és a siitdipari mindség kozott dsszefiiggést allapitottak meg

kiilonboz6 siitdipari tulajdonsagokkal rendelkezd blizafajtak tanulmanyozasaval.

IL. 1. 2. 2. Natrium-dodecil-szulfat kapillaris elektroforézis (SDS-CE)

A nagyfelbontast kapillaris elektroforézis technikédk koziil a FZCE mellett elterjedt még a
kapillarisban végzett molekulatomeg szerinti elvalasztas is (Bean és Lookhart, 2001). Buzafehérjék
vizsgalatara Werner és mtsai. (1994) publikaltdk elsdként a natrium-dodecil-szulfat kapillaris
elektroforézis (SDS-CE) alkalmazasat. A kapillarisban végzett gélelektroforézishez linearis (nem
térhalos) poliakrilamid gélt hasznaltak. A térhdlos poliakrilamidgél ugyanis a kapillaris
elektroforézis kortilményei kozott nem mutat kelld stabilitast, csak néhdny minta analizisére
alkalmas és nem toltheté wjra. Négy kiilonb6z6 polimer (dextran, polietilén-oxid, linearis
poliakrilamid és egy a Bio-Rad cég altal forgalmazott polimer) SDS-CE céljabol torténd
alkalmazhatdsagat tanulmanyozta Bean ¢és Lookhart (1999). A kereskedelmi forgalomban kaphat6
Bio-Rad polimerrel végzett szeparalas nagy felbontoképességgel, viszont hosszii (40 perc)
elvalasztasi iddvel jellemezhet6. Hasonld eredményeket kaptak a dextran alkalmazésakor. A
poliakrilamid, illetve a polietilén-oxid hasznalatdval az elvalasztds sordn meghatarozott
molekulatomegek a fehérjék valédi molekulatomegénél nagyobb értéket mutattak, feltételezhetdéen
a vizsgalt fehérje és a polimer kozott kialakulo kolesonhatas eredményeként.

Parris és mtsai. (1997) kukorica alkohol-oldhat6 fehérjéinek SDS-CE elvalasztasat ¢€s
mennyiségi meghatarozasat végezték el. Megallapitottdk, hogy az alkalmazott modszerrel

eredményesen mérhetd a zein mennyisége.

IL. 1. 2. 3. Kétdimenziés HPLC-HPCE

Az egydimenzios kapillaris elektroforézis technikdk mellett mar a 90-es évek végén
publikaltak kétdimenziés HPLC-HPCE moddszereket (Bean és Lookhart, 1997). Kiilonb6z6 6szi
buzak gliadin és glutenin fehérjéit els6 dimenzioban reverz-fazisi HPLC-vel valasztottak el, majd a
kapott frakciok tovabbi vizsgalatat masodik dimenzioban FZCE-vel végezték. A kromatografias és
az elektroforetikus elvalasztassal kapott adatokbol szamitogépes szoftverrel, egy a 2-DE fehérje-

térképhez hasonld kétdimenzids térkép allithatd eld. Szintén reverz-fazisu HPLC ¢és FZCE
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alkalmazasaval Lookhart és mtsai. (1999) arpamintdk fajtaazonositasat végezték el az alkohol-

oldhato6 hordein fehérjek alapjan.

A kapillaris elektroforézis alkalmazasa a gabonafehérjék, elsOsorban a tartalék fehérjék,
vizsgalatanak teriiletén gyorsan elterjedt. Ehhez nagymértékben hozzajarult a technika nagy
felbontoképessége, gyorsasaga ¢s automatizalhatosdga. Az elvalasztas ismételhetdségét (Day és
mtsai., 1999, Capelli és mtsai., 1998, Olivieri és mtsai., 1999) szdmos tanulmany megerdsiti.

Az egyéb, nem tartalék fehérjék esetében azonban a CE alkalmazdsa bonyolult. Bean és
Lookhart (1998) megallapitotta, hogy az albumin ¢és a globulin fehérjék - vagy a buizaliszt egyéb
viz- és sooldhatdé komponensei - hajlamosak a kapillaris faldhoz k&tddni, ami az alapvonal
elmozdulésat és a csucsok elnyuldsat eredményezheti. A probléma kikiiszobolésének egyik
lehetséges modja az elvélasztdst kovetd hatékony oszlop ekvilibralds, ami azonban jelentds

mértékben megndvelheti a szeparalas idigényét.

II. 2. Proteomika

IL. 2. 1. Genomikatol a proteomikaig

A genomika célja egy €l6 szervezet teljes genomjanak a feltérképezése. Els6ként Sanger és
mtsai. (1982) a lambda bakteriofag genetikai allomanyanak nukleotid szekvencidjat hataroztdk meg.
A DNS szekvenalasi moédszerek és a hozzakapcsolddod informatikai hattér gyors fejlodése lehetdvé
tette az elsé eukaridta novény, az Arabidopsis thaliana teljes genomjanak szekvenalasat (The

Arabidopsis Genome Initiative, 2000). Az ERGO adatbazis (http://wit.intergratedgenomics.com)

2006. szeptemberben frissitett adatai szerint 1074 ¢él6lény genomjat mar teljesen vagy részben
feltérképezték. Tobb mint 600 baktérium és 240 virus mellett 133 eukaridta genetikai dlloméanya
szerepel az adatbazisban. A ,,modell” névény (Arabidopsis thaliana) tanulmanyozasanak kovetkezo
1épése az expresszalddott fehérjék meghatarozasa és azonositasa, az igy felépiilé adatbazis 2010-re
valik elérhetévé.

Az elmult években a kereskedelmi szempontbol meghatarozé ndvények teriiletén folytatodtak
a genetikai allomanyt meghatarozd kutatdsok. A viszonylag kis genommérettel (420 Mb)
rendelkezd  rizs nukleotid szekvenciajat  tartalmazd  adatbazis mar  hozzaférhetd
(http://rgp.dna.affrc.go.jp/IRGSP/index.html). A harom {6 mezdgazdasagi gabonandvény koziil a
bluizanak van a legnagyobb genommérete (16000 Mb), ami kdriilbeliil nyolcszorosa a kukoricaénak,

€s negyvenszer nagyobb a rizs genomméreténél.
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Egy adott ndovény genomjanak feltérképezése hozzajarulhat az €16 szervezet miikddésének
megismeréséhez, ugyanakkor informaciohoz juthatunk, pl. a gabondk mindséget meghatarozo
tulajdonsagairol is. A genetikai allomanyban rejlé informacié megismerésének elsd 1épése az adott
gén altal expresszalt polipeptidek meghatarozasa.

A génexpresszio tanulmanyozasa torténhet mRNS vagy fehérje szinten, tekintettel arra, hogy
az mRNS mennyisége nincs Osszefliggésben a megfeleld fehérje mennyiségével, ezért a
génexpresszio vizsgalatanak pontosabb modja az expresszalt fehérje meghatdrozésa. Anderson és
Seilhamer (1997) huméan m4j fehérjéi és mRNS-ei kozotti mennyiségi dsszefliggést tanulmanyozta
kétdimenzids elektroforézissel és Transcript Image technikaval. Vizsgalataik igen kis (0,5)
korrelacidos koefficienst mutattak. Gygi ¢€s mtsai. (1999) hasonld eredményeket publikaltak
Saccharomyces cerevisiae vizsgalatakor. Az mRNS mennyisége alapjan egyértelmiien nem tudtak
meghatdrozni az expresszalodott fehérjék mennyiségét. Ugyanazon gének esetében azonos mRNS

mennyiség mellett 20-szoros eltérést detektaltak a fehérjék mennyiségében.

I1. 2. 2. A proteomika kialakulasa

A proteomika kifejezést eldszor 1995-ben hasznaltak egy sejt, szovet vagy szerv Osszes
genom altal kifejezett teljes fehérjedllomany (PROTEins expressed by the genOM).

A megfeleld felbontast elvalasztistechnika kialakuldsdnak mérfoldkdve 1975 volt, amikor
O’Farrell elséként alkalmazta a kétdimenzios gélelektroforézist Escherichia coli radioaktivan jelzett
fehérjéinek tanulmanyozasidhoz. A technika nagy felbontoképessége néhany ezer fehérje
elvalasztasat is lehetové teszi egyetlen egy gélben. Ebben az idében a fehérjék azonositasa azonban
a gélen elvalasztott kis mennyiség és a megfeleld érzékenységli technika hidnydban, nehezen volt
megoldhat6. A proteomika torténetében a kovetkezé kiemelkedd esemény az Edman szekvendlas
érzékenységének ndvelése volt az elektroforetikusan atblottolt fehérjék azonositasara,
mikroszekvencialis technikéval (Aebersold €s mtsai., 1988). Napjainkban a leggyakrabban hasznalt
fehérjeazonositéasi technikdk az elektrospray ionizacids (ESI) és a matrixhoz kotott 1ézer ionizacios
(MALDI) tomegspektrometria. Kifejlesztésiik John Fenn és Koichi Tanaka nevéhez fiizédik.
Munkajukat 2002-ben kémiai Nobel-dijjal jutalmaztak.
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II. 2. 3. A proteomikai modszerek csoportositiasa

A kezdeti meghatdrozds utan ma mar tobb csoportjat kiilonboztetjiik meg a proteomikai
modszereknek: expresszids proteomika, funkciondlis proteomika, fehérje-fehérje kolcsonhatés,
strukturalis (szerkezeti) proteomika, fehérje poszt-transzlaciés modositasok vizsgalata.

Expresszios proteomika: egy adott minta kiilonb6z6 koriilmények kozott expresszalddott
fehérjéinek mennyiségi 0sszehasonlitdsa. Az eljards soran lehetdség nyilik up vagy down regulalt
fehérjék meghatarozdsara, pl. alacsony hOmérséklet hatdsanak vizsgalata lenmag fehérjék
expresszidjara (Tafforeau ¢és mtsai., 2002), szarazsadg-stressz hatdsa rizs levelének fehérje-
Osszetételére (Salekdeh és mtsai., 2002).

Funkciondlis proteomika: a fehérjék szerepének meghatarozasa kiilonbozo életfolyamatokban
¢s valtozo kornyezeti kortiilmények kozott.

Strukturalis proteomika: célja egy fehérje-komplex vagy egy adott sejtszerv 0Osszes
(Heazlewood és mtsai., 2003), Arabidopsis thaliana kloroplaszt proteomjanak (Schubert és mtsai.,
2002) vizsgalata. Az eredmények alapjan informacidt kapunk az adott sejt felépitésérdl és a
meghatarozott fehérje szerepérol.

A fehérjék poszt-transzlaciés moddositdsainak tanulmanyozasa a proteomika egyik fontos
teriilete. A fehérjék foszforilaciojanak (Zhou és mtsai., 2001) kiemelkedd szerepe van a
jelatvitelben, a polipeptidek glikolizacidjanak (Kaji és mitsai., 2003) pedig a fehérjék kozotti
kolcsonhatasokban, illetve az enzimatikus aktivitasban.

A fehérje-fehérje kolcsonhatasok vizsgalatanak fontos szerepe van példaul az anyagcsere
folyamatok megismerésében. A metabolizmusban részt vevé enzimek specificitdsukat nemegyszer
fehérje-komplexek forméjaban érik el, mas enzimekkel vagy alegységekkel dsszekapcsolodva. Ezen
fehérje-komplexek Osszetételének, szerkezetének tanulmanyozasa az anyagcsere utak mélyebb

megertését eredményezhetik (Komatsu €s Yano, 2006).

II. 2. 4. A proteomika gyakorlata

A fehérjék szeparalasa és azonositasa alapjan a proteomikai vizsgalatok altalanosan 3 csoportba
sorolhatok (Vaidyanathan és Goodacre, 2003):

(a) a kétdimenzios gélelektroforézissel szeparalt fehérjék azonositasa enzimes hidrolizis utan

tomegspektrometriaval
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(b) a fehérjékbdl enzimes bontassal eldallitott peptidkeverék elvalasztasa folyadék
kromatografiaval (LC) vagy kapillaris elektroforézissel (CE), amit tomegspektrometrias
azonositas kovet

(c) mikroarray technikak

Az 1. abra a proteom vizsgalatok altalanos kivitelezéseit mutatja.

Cell extract
Sample pre-fractionation/clean up 1

Protein fractions

L\ (Proteome) ¥/’
Multiple 2D-GE / ‘ \
pl

TR ST QTR

"." Peptides 3
'l' Microarray based approaches
. 2

Protein digestion ﬂ l

l— Tandem ;High~th.roughput detection
Peptides 1LC

L

1

FEVYE

e { (i |

1. &bra

A proteomikai vizsgalatok kivitelezési lehetdségei (Vaidyanathan és Goodacre, 2003)

IL. 2. 4. 1. Kétdimenziods gélelektroforézis (2-DE)

A proteomika szdmos bonyolult mdodszert kombindl a fehérjék azonositasara és mennyiségi
meghatarozasara (Godovac-Zimmermann és Brown, 2001, Dutt és Lee, 2000). Az elektroforézis
nagy felbontoképessége, széleskorii alkalmazhatdsaga €s a kiméletes reakciokoriilmények miatt az
egyik leggyakrabban hasznalt technika a fehérjék elvalasztasara és azonositasara (Hajos és Idei,
2001). A proteom Osszetételét lathatova tévd legfobb modszer a kétdimenzids gélelektroforézis
(Link, 1999, Rabilloud, 2002), amellyel tipikusan 1000-2000 fehérje kiilonboztethetd meg. A

fehérjék elvalasztasa els6 dimenzidban izoelektromos pont alapjan, majd a masodik dimenzidban

18



molekulatdmeg alapjan torténik. A 70-es években O’Farrell (1975) és Klose (1975) egyiddben,
egymastol fliggetlenlil alkalmazta elsdként a kétdimenzidos technikat komplex fehérjemintak
(testfolyadék, sejtek, szovetek, vagy organizmusok) szepardldsira. Mind az izoelektromos
fokuszalas, mind a molekulatdmeg szerinti elvalasztas denaturalé kortilmények kozott torténik. Az
jelenlétében egy vékony, fliggdleges gélrudban megy végbe, amit vertikalis SDS-PAGE kovet a
masodik dimenzidoban. Az ebben a forméaban nehezen kivitelezhetd kétdimenzids elvalasztés
technikai problémait Bjellqvist és mtsai. (1982) Ggy oldottdk meg, hogy az elvalasztast mindkét
dimenzidban vizszintes rendszerben végezték. A 2-DE tovabbi problémai - a rossz ismételhetdség, a
nem megfeleld felbontas, illetve a szélsdségesen savas (pH<3) vagy bazikus (pH>10) fehérjék
szepardldsanak nehézségei - azonban az elsd dimenzidban végzett izoelektromos fokuszalashoz
kapcsolodtak. Mindezek feloldaséara fejlesztették ki az immobilizalt pH gradienst (IPG) tartalmaz6
stripeket (gélcsikot), ami poliakrilamid gélhez kovalensen kotott akrilamido (Immobiline ™)

pufferekbdl épiil fel.

Kétdimenzids gélelektroforézis (2-DE) kivitelezése

A hagyomanyos izoelektromos fokuszalassal Osszehasonlitva a 2-DE els6 dimenzidjaban
végzett izolelektromos pont alapu elvalasztas az alabbi tulajdonsagokkal jellemezhetd:

- nagy karbamid koncentracio (8-9 M) és nem-ionos detergens alkalmazisa, a nagy
viszkozitas miatt a fehérjék vandorlasa lelassul. Ennek kdvetkezménye a hosszu fokuszalasi
id6tartam;

- a lehetd legnagyobb poérusmérettel rendelkezd gél haszndlata nagy molekulatomegii
fehérjék megfeleld szeparalasara. Ezaltal a gélek kis mechanikai stabilitdssal rendelkeznek.

- reprodukalhato pH gradiensek alkalmazisa a gélben, amely javitja a gélek

Osszehasonlithatosagat.

Az izoelektromos fokuszalashoz hasznalt mintaoldd pufferek a kovetkezd OsszetevOket
tartalmazzak: denaturalé szerek, nem-ionos detergensek, redukald szerek és bromfenolkék. A
legaltalanosabb denaturald reagens a karbamid, ami megsziinteti a fehérje-fehérje kolcsonhatasokat,
a fehérjék harmadlagos szerkezetét, noveli a hidrofob fehérjék oldhatoésagat. A fehérjéket oldott
formaban a gélben tartd detergensek koziil a legelterjedtebb a 3-[3-kolamidopropil)-
dimetilammoénium]-1-propanszulfonat (CHAPS), a Triton-X 100 és az SDS. Redukalé szerek pl.:
DL-treo-1,4-dimerkapto-2,3-butandiol (DTT) alkalmazasaval a fehérjék cisztein oldallancai

19



egységesen redukalt allapotba keriilnek. A bromfenolkék hasznalatanak legfontosabb célja az IEF
hibainak l4thatova tétele.

Az IEF leggyakoribb kivitelezési modja a pH gradienst tartalmazo lagy gélben torténd
elvalasztas, amikor a gélt vékony folidhoz polimerizaljak és raszaritjdk. A szaraz formaban 1évo
géleket (strip) elso 1épésben rehidratalni kell, ami torténhet mintaval, illetve minta nélkiil is.

A fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasat a polipeptidek ekvilibralasa el6zi meg. Ennek
az elsddleges célja a fehérjék SDS-sel torténd beburkolédsa és egységes pH kialakitasa a strip teljes
hosszéban. Ezt a cisztein oldallancok 0jboli redukalasa és alkilalasa koveti. A redukdlas DTT-vel
torténik, amelynek célja a visszaalakult kénhidak megsziintetése. A masodik Iépésben a redukalt
cisztein oldallancokat jodecetsavval alkilaljak. A jodecetsav alkalmazasdnak masik célja, a
feleslegben 1évé DTT megkotése a rendszerben. Az ekvilibraldé oldat alapvetd komponense a
glicerin, amelynek alkalmazaséaval az elektroozmozis kikiiszobdlhetd.

A Laemmli (1970) technikajara épiildé SDS-PAGE elvalasztashoz képest a 2-DE rendszerben
alkalmazott SDS-PAGE moddszerek két fontos kiilonbséggel jellemezhetdk:

- a hagyomanyos gytlijtégélt a strip helyettesiti, hiszen annyira lagy gélt alkalmazunk, hogy
tokéletesen képes azt potolni;

- astripeket a szeparalod gél tetejére kell ,,ragasztani” felolvasztott agar6z segitségével.

II. 2. 4. 2. Kétdimenzios gélelektroforézis (2-DE) alternativai

A kétdimenzios gélelektroforézis nagy felbontoképessége ellenére a fehérjék bizonyos
csoportjanak elvalasztdsdra kevésbé alkalmas. A kis mennyiségben expresszalodd fehérjék, a
nagyon savas (pH<3) vagy bazikus (pH>10) izoelektromos ponttal, illetve a 10 kDa-nal kisebb
vagy a 150 kDa-nal nagyobb molekulatomeggel rendelkezé fehérjék, a membranfehérjék és a
hidrofob tulajdonsaggal jellemezhetd polipeptidek elektroforetikus elvalasztasa igen bonyolult. Az
alulreprezentalt fehérjék elvalasztdsa eldfrakcionalassal vagy szlik pH tartoményu stripek
hasznalataval kivitelezhetd. Megfeleld detergensek alkalmazasdval a hidrofob karakterti fehérjék
nagyobb hatékonysaggal szeparalhatok (Rabilloud, 1998).

A 2-DE mellett a proteomikai vizsgalatokban szamos kromatografias technika és a kapillaris
elektroforézis alkalmazasa is elterjedt. A kétdimenzids gélelektroforézissel nehezen szeparalhatod
membranfehérjék példaul egydimenzios SDS-PAGE elvalasztast kovetdé LC-MS/MS vizsgélattal
azonosithatok. Pflieger és mtsai. (2002) ezzel a mddszerrel 28 mitokondridlis fehérjét hataroztak

meg Saccharomyces cerevisiae-bél. Kiilonboz6 sz6lok (6 Vitis fajta) és borok (Chardonnay,
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Sauvignon Blanc) fajtaazonositdsa - fehérje-térkép alapjan - szintén megoldhaté folyadék
kromatografias technikaval (Flamini és De Rosso, 2006).

Tejsavo alapu italok fehérje-Osszetevdinek proteomikai vizsgalatdit Huber és mtsai. (1999)
kapillaris elektroforézis alkalmazasdval végezték, az elvalasztds utan ESI-MS technikaval
azonositottak a B-laktoglobulin B-t, B-laktoglobulin A-t és a-laktalbumint. A 2-DE technikaval
nehezen vizsgalhatd bazikus fehérjék elvalasztdsara Simo és mtsai. (2004) kapillaris elektroforézis-
tomegspektrometria (CE-MS) moddszert dolgoztak ki. Vizsgalataikban az élelmiszerbiztonsag
szempontjabodl is fontos fehérje, a lizozim mennyiségi meghatarozasat végezték el. A borkészités
soran a malolaktikus fermentacié megakadalyozasanak céljabol adagolt fehérje ugyanis jelentds
allergén.

A fehérjék kétdimenzids elvalasztasan alapuld proteomikai vizsgélatokon kiviil (jabb és tjabb
modszerekkel boéviil a proteom tanulmanyozasara alkalmas technikdk koére. A MudPIT (Multi
dimensional Protein Identification Technology) egyike ezen mddszereknek. A fehérjekomplexet
elsé 1épésben specifikus enzimekkel, altalaban endoproteaz lysC-vel és tripszinnel bontjak, majd az
igy kapott peptidkeveréket kromatografids modszerekkel szepardljdk a tomegspektrometrids
azonositas elétt. Egy fehérje-, vagy egy peptidkeverék nagy felbontasti szeparalasa azonos vagy
pedig kiilonbozo elvalasztas-technikai modszerek kapcsolasaval is kivitelezhetd. Saccharomyces
cerevisiae fehérje-térképét Wasburn és mtsai. (2001) multidimenzionalis folyadék kromatografiaval
¢s tandem MS technikaval (LC-LC-MS/MS) készitették el. Tanulmanyukban 1484 fehérjét
detektaltak és azonositottak, eredményesen hataroztak meg membranfehérjéket és alulreprezentalt

polipeptideket is.

Mikroarray (csiptechnika)

A genomikai vizsgalatokban gyakran alkalmazott mikroarray technikdk megjelentek a
proteom analizisben is. A fehérje csiptechnika leginkabb a fehérje-fehérje, az enzim-szubsztrat és a
fehérje-metabolit kdlcsonhatasok tanulmanyozasara irdnyul6d proteomikai vizsgalatokban terjedt el
(Templin és mtsai. 2002). Saccharomyces cerevisiae kinaz enzimjeinek aktivitasat 17 szubsztrat

jelenlétében kovették nyomon Zhu és mtsai. (2000) ezzel a technikaval.

I1. 2. 4. 3. Fehérje-detektalasi modszerek

Az elektroforetikus elvalasztas utan a szétvalasztott és rogzitett fehérje-komponensek

detektaldséara alkalmazott 4ltalanos modszerek a fehérjék festésén alapulnak. A poliakrilamid gélben
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elvalasztott fehérjék detektalasara a hagyomanyos festési eljarasok mellett egyre érzékenyebb,
specialis igényeknek megfeleld detektalasi modszerek is rendelkezésre allnak. A proteomikai
vizsgalatokban a hagyomanyos festési eljarasok koziil legelterjedtebb a Coomassie Blue és az eziist
festék alkalmazésa.

A Coomassie festésnek tobb szdz moddositott eljarasa ismert (Neuhoff és mtsai., 1985).
Gyakori hasznalatdnak az oka, hogy egyszerli, olcsd, ugyanakkor tomegspektrométerrel
kompeatibilis festék. Az R-250 forméjat Gn. regressziv festési modszerrel alkalmazzak (Mamone és
mtsai., 2005). Az eljaras els6é 1épésében magat a poliakrilamid gélt telitik a festékkel, majd
tobbszori mosasi 1épéssel halvanyitjak a sotét hatteret. A festék ugyanis erésebben kotodik a
fehérjékhez, mint a gél matrixhoz (Patton, 2002). A G-250 esetében un. progressziv festési eljarast
végeznek (Neuhoff és mtsai., 1988). Az altaldban tomény savat (TCA, foszforsav), ammoénium-
szulfatot és metanolt/etanolt tartalmazo kolloid festékoldatban a kolloid, illetve a diszperz forméaban
jelen 1évo festékrészecskék egyensulyban vannak. A festés soran a diszperz részecskék athatolnak a
matrixon ¢és a fehérjékhez kotddnek, a kolloid részecskék viszont nem képesek a gélbe jutni, ennek
eredményeként a hattér nem festddik.

Az eziistfestést 1979 ota alkalmazzdk, a legérzékenyebb festési eljarasok egyike. Hatranya
viszont, hogy nem ,,végpontos” festés, tehat nem alkalmas mennyiségi analizisre. A poliakrilamid
gélt elséként eziisttel telitik, majd eltavolitjak a gél matrixhoz kotott fémionokat és redukaljak a
fehérjéhez kotott eziistot. A proteomikai vizsgalatokban leginkdbb a Shevchenko €s mtsai. (1996)
altal kidolgozott MS kompatibilis eziistfestési eljaras terjedt el (Wang és mtsai., 2005).

A fluoreszcens festékek koziil a legelterjedtebb a SyproRuby (Lehesranta, 2006). Nagy
érzékenységi (kb. 1 ng/fehérjefolt), mennyiségi analizisre alkalmas MS kompatibilis festék.

II. 2. 4. 4. Fehérjék azonositasa tomegspektrometrias technikaval

A tomegspektrometrianak szamos alkalmazasi lehetdsége ismert a fehérjekémiaban, igymint:
peptidek ¢és fehérjék tomeg-meghatarozasa, izolalt fehérjék (HPLC, PAGE) primer szerkezetének
felderitése, poszt-transzlacios modositasok (acilezés, formilezés, amidalds, foszforilezés,
szulfatalds, glikozilezés) detektalasa, azonositasa ¢és lokalizaldsa, fehérjebontasi termékek,
metabolitok azonositdsa, fehérje-ligandum kotddések vizsgalata, enzimek aktiv helyeinek
felderitése, diszulfid hidak helyeinek feltérképezése valamint a proteomika.

A proteomikai vizsgéalatokban az elvalasztott fehérjék azonositasara, szekvenciajuk
meghatarozasara napjainkban a nagy érzékenységii elektrospray (ESI) €s matrixhoz kotott 1€zer

ionizacio-repiilési 1d6 (MALDI-TOF) tomegspektrométereket alkalmazzak, a ,,peptide mass
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mapping” ¢és a tandem tomegspektrometrids (MS/MS) szekvenalasi modszerekkel (Chapman, 2000,
Winston és Fitzgerald, 1997) (2. abra). A ,,peptide mass mapping” Iényege (Henzel és mtsai., 1993),
hogy a meghatidrozni kivant fehérjét specifikus enzimmel (4ltaldban tripszinnel) vagy kémiai
reagenssel fragmenseire bontjak, redukaljak, alkiladljdk majd kozvetleniil (nano-ESI, v. MALDI)
vagy HPLC-vel tortént elvalasztas utan (LC-MS) tomegspektrométerrel meghatarozzak az egyes
peptidek tomegét. Ezek a peptidtomegek szolgdlnak bemeneti adatként a szamitogépes
adatbaziskeresd programban, amely teoretikusan hidroliz4l minden, az adatbdzisban 1évo fehérjét az
alkalmazott fragmentaladsi reakcidnak megfeleléen. A kisérletesen kapott tomegadatokat a
szamitogép Osszeveti az adatbazisban talalhaté Osszes fehérjébdl szarmazo peptidtomegekkel, a
fehérje azonositasa céljabol. Mar 3-4 peptidtomeg elég lehet a fehérje meghatarozasara, azonban
tobb adat csak noveli a taldlat megbizhat6sagat. Mann és mtsai. (2001) szerint mar egyértelmi az
azonositas, ha legalabb 6t peptidtomeg esetében lefedést tapasztalunk az azonositani kivant fehérje,
illetve az adatbazisban megtalalhatdé polipeptid peptidtomegei kozott és a szekvencia lefedettség
minimum 15%. Ha eredménytil tobb talalatot kapunk, azaz nem lehet egyértelmiilen meghatarozni,
hogy melyik fehérjérdl van sz6, a tandem tomegspektrometrids eljarasok segithetnek pontositani az
eredményt. Ilyen eljards a részleges aminosav-sorrend meghatarozason alapuld ,,sequence tag”
modszer, amely megnoveli az adatbazisban torténd keresés specificitasat. A tomegspektrometris
»peptide mass mapping” gyorsasaga ¢s nagy €rzékenysége miatt ma mar nagyon elterjedt modszer

fehérjék 2D gélbdl torténd azonositasara.
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2. abra

Az elektroforetikusan elvalasztott fehérjék azonositasanak lehetséges modjai

A 90-es években szamos kutatd beszdmol a MALDI ionizacids technika €s a ,,peptide mass
mapping” eljards kombinalasardl, amelynek haszndlata a kordbbiaknal érzékenyebb és kivalo
alkalmazési lehetdségekkel rendelkezd fehérje azonositdsi modszerhez vezetett (Geveart ¢és
Vandekerckhove, 2000). A vizsgalt fehérje egyértelmii meghatarozasdhoz akar femtomol
mennyiségl fehérje is elegendo.

MALDI ioniz4cié soran a fehérje oldott vagy szuszpendalt formdban van egy kristalyos
matrixban, ami szerves, UV-abszorbeal6 vegyiilet. Ilyen pl.: a 2,5- dihidroxi-benzoesav, vagy az a-
ciano-4-hidroxi-fahéjsav. A matrix abszorbealja az UV sugarzast és ionizaldodik, ,,supercompressed”
gazza alakul, mikézben disszocial és atadja a toltését a fehérjének. A matrix oriasi sebességgel
kitdgul, magéaval ragadja a minta molekulait, és toltést ad at nekik. A MALDI technikaval ionizalt

molekulakat leggyakrabban repiilési id6 (TOF, time-of-flight) analizatorral hatirozzak meg. A
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fehérjéket elektromos térben konstans fesziiltséggel gyorsitjak, a detektorba érkezésiiket igy a
tomegiik hatdrozza meg. Az ESI technikaval 6sszehasonlitva a MALDI-val végzett ionizaciot nem
zavarjak a kis mennyiségben jelen 1évé szennyezd komponensek, ezaltal nem igényel bonyolult
mintael6készitést.

A ,,peptide mass mapping” elemzés alapja, hogy a vizsgalt fehérjébol eldallitott peptid
tomegeket egy ,,virtudlis” ujjlenyomathoz hasonlitja, amely az adatbazisban megtalalhato fehérje
teoretikus hasitdsabol ered. Ennek kovetkeztében egy adott fehérje azonositdsat nagymértékben
befolyésolja annak megléte az adatbazisban. Amennyiben a proteomikai vizsgélat olyan fajra terjed
ki, melynek genomja vagy proteomja még egyaltalin nem vagy csak részben ismert, a
meghatarozas bonyolult. Ebben az esetben homologia alapjan végezheto el az azonositas. Joubert és
mtsai. (2001) feldolgozoiparban hasznalt sorélesztok fehérjéit tomegspektrometrids vizsgalat utan
az adatbazisban megtalalhato Saccharomyces cerevisiae fehérjéi alapjan homologia szerint

eredményesen azonositottak.

II. 3. Elelmiszerfehérjék vizsgalata proteomikaval

A proteomikat alkalmazhatjadk fehérjék azonositasara kiilonféle élelmiszer-matrixokban,
fehérje-fehérje  kolcsonhatdsok  tanulményozéasara  élelmiszeripari  alapanyagokban  és
késztermékekben, illetve fehérjék és egyéb €lelmiszer-osszetevok kdlcsonhatasanak vizsgalatara.

A proteomika egyik specidlis alkalmazési teriilete az élelmiszerek mindségét meghatarozé
komponensek elemzése. Sertéshus post mortem valtozdsanak molekularis szinten térténd nyomon
kovetésével Lametsch és Bendixen (2001) meghataroztak azt az izomfehérjét, amely a post mortem
allapot soran médosul.

Az élelmiszeripari technologidk gyors fejlédése, illetve az 01j technoldgidk megjelenése ujabb
¢s Ujabb alkalmazasi teriiletet nyujt a proteomikai vizsgalatok szdmara. Lehetéség nyilik a

kiilonb6z6 eljarasok élelmiszerfehérjék dsszetételére gyakorolt hatdsainak nyomon kdvetésére is.

I1. 3. 1. Allergén élelmiszerfehérjék

Az élelmiszer-tudomany szamara az €lelmiszerallergia egyre inkabb el6térbe keriild tertilet.
Az allergids megbetegedések szama a legujabb adatok alapjan (EU hirlevél, 2002) rohamosan nd,
koriilbeliil 50 millio eurdpai szenved az allergia valamilyen formdjaban. Ezt valdsziniileg a
genetikai és a kornyezeti hatasok egyiittesen eredményezik. Kdrnyezeti hatasok kozott elsésorban is
az ¢élelmiszerek, az élelmiszerfehérjék okozzdk. Az élelmiszerallergia a szervezet egyéni,

megvaltozott reakciojat jelenti bizonyos ¢lelmiszerekkel szemben. Sok erdfeszités tortént az
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¢lelmiszerfehérjék allergén aktivitdsanak meghatarozéasa, eldrejelzése érdekében a mar ismert
allergének kozos fiziko-kémiai tulajdonsagainak megéllapitasdra €s azon szerkezeti sajatsagok
értelmezésére, melyeket az IgE antitestek felismernek. Aalberse és Stapel (2001) az ismert
szerkezetli ¢élelmiszer allergéneket 6t csoportba soroltdk a fehérjék harmadlagos szerkezete alapjan.
1. anti-paralel B-szerkezetii:
szerin proteazok (tripszin)
sz6ja KTI
B-laktoglobulin (tej)
3. a és B szerkezetli (nem szoros asszociacio)
lizozim
laktalbumin
4. o -helikalis
nem specifikus lipid transzfer fehérjék
28 albuminok (magok)
parvalbuminok (halak)
5. egyéb szerkezetek
szerin proteaz inhibitor (ovalbumin)
amilaz
tropomiozin

kis fehérjék

Azt a kovetkeztetést vontak le, hogy a fehérje allergének nem rendelkeznek altalanosithato,
kiilonleges, haromdimenzios szerkezeti vonasokkal, csak azzal a képességgel, hogy el tudjak érni és
stimuldlni képesek az immunsejteket és a hizosejteket. Az allergéneket funkcidjuk alapjan is
osztalyoztak (Breiteneder and Ebner, 2000). Meglep6 modon a novényi eredetii élelmiszer
allergének koziil soknak hasonl6 vagy azonos a szerkezete a ,,pathogenesis-related proteins”, a PR-
fehérjék (patogenezissel Osszefliggésbe hozhatd fehérjék azok, amelyek korokozok, sériilés vagy
bizonyos kornyezeti stresszek hatasara keletkeznek) szerkezetével. A PR-fehérjék csoportjaiba nem
sorolhat6 allergének is tobbnyire jol ismert fehérjecsaladok tagjai, melyek meghatarozott biologiai
funkcidval rendelkeznek.

Az allergiat okoz6 alapvetd élelmiszerek tobbsége novényi eredetii (gabonafélék, hiivelyesek,
tovabba a mogyord ¢és a diofélek). Ebbdl az kovetkezik, hogy néhany specialis fehérje felelds az
¢lelmiszerallergidért. Jogosan vetddhet fel az a kérdés, hogy miért ezek a fehérjék és miért nem

masok valnak allergénekké.
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Azok a fehérje allergének, melyek a tapcsatornan keresztiil idézik eld a reakciot, két,
szerkezetileg rokon szupercsalddba sorolhatok (Shewry és mtsai., 2002). Egyik a prolamin
szupercsaldd, ebbe tartoznak a gabondk prolamin tartalék fehérjéi, nem-specifikus lipid transzfer
fehérjék, tripszin- és amilaz inhibitorok, 2S albuminok. A masik a cupin szupercsalad a 11S és 7S
globulin tartalék fehérjékkel. A tobbi élelmiszerallergén az un. kereszt-reaktiv allergia szindromaért
felelds. A szerkezet és allergenitas kapcsolatarol tudjuk, hogy azok az allergének, melyek a
tapcsatornan keresztiil hatnak (prolamin €és a cupin), tulélik a hasitdsi folyamatokat: stabilak a

gyomor alacsony pH-jan, rezisztensek (részben) a proteolizisre, és az epesok denaturdl6 hatasara.

Az allergén ¢lelmiszerfehérjék vizsgalata - az élelmiszer-tudomany szempontjabol is - a
proteomika egyik fontos alkalmazasi teriilete.

Beyer és mtsai. (2002) szezdmmag fehérjéinek elektroforetikus elvélasztdsa utan alkalmazott
specidlis immun-technikdval meghataroztak, ¢és szekvenaltak négy allergén fehérjét, ami
hozzajarulhat a rekombinans allergének eléallitasdhoz, illetve az IgE-kotd epitdpok azonositasaval a
keresztreakciok elérejelzéséhez.

Natale ¢és mtsai. (2004) a tehéntej fehérjéinek allergén jellegét vizsgaltak 2-DE szeparalas
utan immunblot technikaval. A vizsgalt fehérjék IgE-kotd képességét 20 betegtdl szdrmazod
tejallergia pozitiv szérum felhasznalasaval kovették nyomon. A kiilonb6z6 tejfehérje komponensek
in vivo koriilmények kozott eltéré mértékli immun-reaktivitast mutattak, igy pl. az a(s1)-kazein, az
a(s2)-kazein, a B-kazein és a k-kazein a vizsgalatba vont egyének 55%-, 90%-, 15%-, illetve 50%-
andl adott immunvélaszt. Ez az érték kozel 50% volt a B-laktoglobulin, a BSA és a laktoferrin
fehérjék esetében. Az el6zdektdl eltérd modon az a-laktalbumin az adott koriilmények kozott nem
mutatott [gE-koto képességet.

Az ismert foldimogyoré allergén Ara h 1 fehérje rutinszerli kimutatasat modell élelmiszer
matrixban (jégkrém) Shefcheck és Musser (2004) proteomikai méddszerekkel valdsitottdk meg. A
folyadék kromatografias elvalasztast kovetdé MS/MS technikéval az allergén fehérje detektalasanak
kimutatasi hatara 10 mg/kg volt.

Kitta és mtsai. (2006) az alacsony molekulatomeggel rendelkezd allergén buzafehérjék 2-DE
szeparalasat a hagyomanyos TRISZ-glicin rendszer helyett ecetsav-karbamid alkalmazasaval
végezték. Eredményeik szerint 3 fehérje esetében detektaltak erés immunvalaszt, MALDI-MS
vizsgalat alapjan a kovetkezd fehérjéket azonositottak: a-amildz/tripszin inhibitor CM16 és CM17

prekurzora és egy lipid transzfer fehérje.
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IL. 3. 2. Stressz-fehérjék és allergia

A novényekben bizonyos kornyezeti hatasokra (fertdzés, novényvédod-szerek alkalmazisa,
UV sugarzas, fagyas, szarazsdg, gombdk, rovarok) olyan fehérjék termelddnek, amelyeknek a
védelmi funkcid ellatasaban van szerepiik. Ezeknek az elsOsorban antimikrobidlis hatasu,
ugynevezett stressz-fehérjéknek nagy jelentésége van a ndvények ¢€letében, mert a denaturalt vagy
részlegesen denaturalt fehérjéket kisziirik és helyreallitjak. Jelentds a szereplik a regeneracios
folyamatokban, ugyanis segitik a sejt belsé membranjain keresztiilhalad6 fehérje-transzportot és
védik a sejtet, azaz molekularis ,,chaperon”-ként, dajkafehérjeként viselkednek.

A stressz-fehérjék ¢élelmiszerbiztonsagi megitélése azonban 0Osszetettebb, mert jelentOs
¢lelmiszer allergének, az élelmiszeripari eljarasok soran tobbnyire megdrzik allergén aktivitasukat,
¢s fogyasztasuk egészségiigyi kockazattal jarhat. A stressz-fehérjék savval, enzimes emésztéssel

szemben ellenalloak, tobbségiik igazoltan potencialis allergén karakterd.

1I. 3. 3. Génmaodositas

A génmodositott termékek esetében elvaras (EU szabalyozas), hogy az 0j termékek legalabb
olyan biztonsagosak legyenek, mint a hagyomanyosak. Ez azt jelenti, hogy egyetlen 0j termék sem
lehet allergén, ha ¢lelmiszer-Osszetevoként alkalmazzdk. Ha az ) gén allergén eredetii (pl.
mogyord), akkor igazolni kell (pullozott szérumokkal), hogy az 0j fehérje nem mutat allergén
aktivitast. Amennyiben az 0j gén nem allergén eredetii, akkor azt kell bizonyitani, hogy az ismert
allergénekkel nem mutat homologiat a fehérje szerkezete. A rekombinans DNS technika elterjedése
miatt alapvetden fontos az 0j fehérjék allergén aktivitasdnak felmérése. Nem vart génexpresszio
kovetkeztében megjelend 0j fehérje allergenitds vizsgalatat minden ) ndvény esetében célszerii
elvégezni.

Az EU egyik multidiszciplinaris projektie (GMOCARE) a GM ndvények
¢lelmiszerbiztonsagi megitélésével foglalkozik. Célkittizésiik annak megallapitasa, hogy a genetikai
modositads okozhat-e elére nem tervezett valtozasokat a GM ndvényekben. A hagyomanyos ¢és a
GM paradicsom, illetve burgonya dsszehasonlitd vizsgélatat sokiranyt megkdzelitéssel, a genom, a
proteom és a metabolom komplex tanulméanyozasaval és értékelésével érik el.

A lényegi egyenértékiiség tanulmanyozasanak Corpillo és mtsai. szerint (2004) egyik
lehetséges modja az expresszalodott fehérjék proteomikai vizsgalata. Munkajuk soran a
génmodositott (virus-rezisztens) és sziil6i paradicsom fehérje-térképének Gsszehasonlitd elemzését
elvégezve az adott kisérleti koriilmények kozott sem mennyiségi, sem mindségi eltérés nem volt

detektalhato.
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I1. 4. Gabonafehérjék vizsgalata proteomikaval

Széleskorli proteomikai vizsgalatok a rizs proteomjanak tanulméanyozésa soran késziiltek. A
rizsszem kiillonboz6 szoveteibdl, a novény levelébdl, gyokerébdl 2500-nal tobb fehérje
azonositasara keriilt sor (Koller és mtsai., 2002).

A buza hatalmas genommérete miatt a kozeljovoben még nem varhatdo a teljes genom
szekvenalasa, a fehérjék esetében az NCBI adatbazis csak 2250 buzafehérje szekvenciat tartalmaz.

A buzafehérjék proteomikai vizsgalatanak az egyik legfontosabb teriilete, a tészta
kialakitasaban részt vevd polipeptidek tanulmanyozéasa. Figyelembe véve, hogy a proteomika
jelenlegi eszkozei nem teszik lehetdvé a fehérjék negyedleges szerkezetének vizsgalatat, ezért azon
fehérjék meghatarozasa a cél, amelyek szerepet jatszanak a glutént kialakito fehérjék szintézisében
¢s a diszulfid-kotések kialakitasaban ilyen, pl. a fehérje-diszulfid izomerdz (Shewry, 1999).

Andon ¢és mtsai. (2002) elkészitették a buza amiloplasztjanak fehérje-térképét a keményitd
szintézis €és a keményitd tarolds megismerésének céljabol. Szaznyolcvanot fehérjét szeparaltak pH
5-8, illetve 6-11 tartomanyban kétdimenzids elektroforézissel. Funkcidjuk alapjan csoportositottak a
fehérjéket és megkiilonboztettek szénhidrat metabolizmusban, fehérje transzportban, riboszomalis
szabalyozasban és védé mechanizmusban részt vevé polipeptideket.

Néhany tanulmany foglalkozik a buzafehérjéket, els6sorban az endosperm polipeptideket
kodolo gének kromoszomalis elhelyezkedésének meghatarozasaval (Islam és mitsai., 2002 illetve
2003). A gabondk mindségének javitdsat célzd nemesitési stratégidk az elmult évtizedekben
leginkdbb a genetikai hattér vizsgalataval, nukleotid szekvencidk, genetikai térképek és DNS
markerek meghatarozasaval foglalkoztak. A kiilonb6zd biologiai hatasok - a fehérjék stabilitasa,
poszt-transzkripcionalis, kotranszlacidés ¢€s degradativ modosuldsai - kiilonbozd kornyezeti
faktorokkal egylitt befolyasoljak a fehérjék expresszidjat. Mindezek alapjan egy adott sejt genetikai
allomanyabol nem kdvetkeztethetlink egyértelmiien a proteomra.

A buzafehérjék fajtaazonositasi vizsgalatait tobbnyire az endosperm tartalék fehérjék alapjan
végzik. A vizsgalatok legelterjedtebb modszerei a gélelektroforézis, a kapillaris elektroforézis,
illetve a reverz-fazisi HPLC. Irodalmi adatok szerint a proteomikai vizsgalatok alkalmazhatok
fajtaspecifikus buzafehérjék meghatarozasara. Japan és kanadai buzafajtdk, valamint az ezekbdl
készitett kiilonbozé lisztkeverékek fehérje-térképének Osszehasonlitd proteomikai elemzésével
fajtaspecifikus markereket hataroztak meg Yahata és mtsai. (2005).

A proteomika gabonakutatasban torténd alkalmazasanak az egyik fontos teriilete a kornyezeti
stressz gabonafehérjékre gyakorolt hatdsanak vizsgdlata. Amennyiben a buza érése alatt a
hémérséklet néhany napon keresztiil 30 °C f6l¢ emelkedik, gyengébb mindségi tészta allithatd eld a

gabonabol (Blumenthal és mtsai., 1995). Skylas és mtsai. (2002) héérzékeny (Wyuna), illetve
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hétiiré (Fang) buzak fehérje-osszetételének valtozasat kdvették nyomon hdstressz hatasara az érés
soran, valamint tésztakészitési kisérletet is végeztek. Eredményeik szerint az érzékeny Wyuna
buzabol készitett tészta mindségét a hdstressz negativan befolydsolta. A varakozasnak megfeleléen
a tolerans buza esetében ezt nem tapasztaltdk. A kétdimenzids fehérje-térképek Osszehasonlitd
vizsgalata alapjan kimutattak és azonositottak 7 olyan polipeptidet, amely az adott hdstressz
hatdsara csak a tolerans buzdban volt detektalhatd. Ezen fehérjék markerként szolgalhatnak a
nemesitok szamara a hétolerans fajtak kivalasztdsaban.

A nagy homérséklet (34 °C) hexaploid buza fehérje-Osszetételére gyakorolt hatasat
tanulmanyoztak Majoul és mtsai. (2003 illetve 2004). A 2003-ban publikalt munkajukban az
endosperm fehérjék valtozasat kdvették nyomon. A kontroll és stresszhatasnak kitett érett buzaszem
kétdimenzids fehérje-térképének dsszehasonlitd vizsgalata alapjan 37 kiilonbségfehérjét detektaltak,
ebbdl tomegspektrometrias elemzést kovetden 23 polipeptidet hataroztak meg. Az azonositott
fehérjek koziil 22 fehérje (kiilonb6zé metabolitikus enzimek, hoé-sokk fehérjék) mennyisége
szignifikdnsan novekedett a hdstressz hatdsara, mig 1 fehérje esetében csokkenés volt kimutathat6.
A keményitdszintézisben részt vevd gliikoz-1-foszfat adeniltranszferaz mennyiségének csékkenése
magyarazat lehet a nagy hdmérséklet hatdsara bekovetkezd gabonaszem-tomegvesztésnek. A
szerz6k 2004-ben megjelent munkdjaban az albumin és globulin fehérjék valtozasat tanulmanyoztak
hasonld koriilmények kozott. A proteomikai vizsgalat alapjan a stresszelt mintadban 16 fehérje
mennyisége szignifikans novekedést, mig 8 fehérje mennyisége szignifikans csokkenést mutatott a
kontroll mintdhoz képest. Az azonositott kiilonbségfehérjek koziil a kis molekulatomeggel
rendelkezd hé-sokk fehérjék, illetve a kiillonbozé enzimek (aldoz reduktaz, B-amildz) esetében
tapasztaltak mennyiségi novekedést. Korabbi eredményiiket aldtdmasztva, a hdstressz hatdsara
kisebb mennyiségben expresszalodo fehérjek kozott ismét kimutattdk a  gliikoz-1-foszfat
adeniltranszferazt.

A fehérje expressziot a buza érése soran Skylas és mtsai. (2000) vizsgaltdk kétdimenzids
elektroforézissel. A még fejlodési fazisban (17 DPA) 1évo, illetve a mar érett blizaszem endosperm
fehérjéit szeparaltdk, majd Edman mikroszekvenalast kovetden adatbdzis alapjan azonositottak
azokat. Az elektroforetikus elvalasztas utan 321 fehérjét vizsgaltak, ebbdl 177 (55%) polipeptidet
sikeriilt azonositani. Az érés kezdeti szakaszaban (17 DPA) 1év0 buza legnagyobb mennyiségben
tartalék fehérjéket, az a-amildz inhibitor €s az a-amilaz/tripszin inhibitor csalad tagjait tartalmazza.
Az eltér6 mennyiségben expresszalodo polipeptidek koziil a szerzok 2 fehérjét emeltek ki. A
fehérje-diszulfid izomerdz enzim egyes izoformjai mar nem mutathatok ki az érett magban, illetve a
60S riboszomafehérje mennyisége jelentds csokkenést mutat az érés soran.

A buza endospermjében alulreprezentalt albumin és globulin fehérjék expressziojanak érés

soran végbemend valtozasat Vensel és mtsai. (2005) kovették nyomon. Az azonositott fehérjéket
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funkciojuk alapjan csoportositva megallapitottadk, hogy az érés korai szakaszabol (10 DPA)
szarmaz6 buzaban a szénhidrat metabolizmus, a transzkripcid/transzlacidé és a fehérjeszintézis
folyamatai a meghatarozok, amelyeket a nitrogén metabolizmus, a protein turnover, a sejtosztodas,
a jel transzdukcio és a lipid metabolizmus kdvet. Az érett (36 DPA) gabonaszemben szintén
meghataroz6 a szénhidrat metabolizmus és a fehérjeszintézis, de a legfontosabb a stressz- és a

védofehérjek valamint a tartalékfehérjék szerepe.
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III. ANYAGOK ES MODSZEREK

III. 1. Anyagok

IIL. 1. 1. A vizsgalt mintak

Hereward koztermesztésbe vont biiza (Anglia)

’CY-45’ tavaszi buza (sziil6i vonal) és ‘T-117°, “T-106-3/a’,°T-128” bar génre transzformalt
vonalak, 2004-es évjarat (Gabonatermesztési Kutatd Kht.)

Marko tritikéle, 2005-6s évjarat (Gabonatermesztési Kutato Kht.)

Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina tavaszi arpafajtdk, 2004-es évjarat (Gabonatermesztési
Kutato Kht.)

Shewanella hanedei baktérium (Belgium)

III. 1. 2. Vegyszerek

A mérések soran alkalmazott analitikai tisztasagu oldészerek és vegyszerek a Reanal
Finomvegyszergyar Rt, a Bio-Rad Magyarorszdg Kft, a Sigma-Aldrich Kft, az Amersham
Biosciences, Genomic Solutions és a Merck Kft termékei.

Szérumok, antitestek:

Az immunblot vizsgalatokhoz gabona-allergia, illetve colidkia pozitiv human szérumok keriiltek

felhasznalasra.
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111. 2. Médszerek

III. 2. 1. Hereward buza fehérjéinek proteomikai vizsgalata

I1L. 2. 1. 1. Buzafehérjék oldhatésag szerinti frakcionalasa

Munkank soran az Osborne-szerinti frakcionalast alkalmaztuk, azzal a médositassal, hogy a
viz- és so6-oldhato frakciot (albumin-globulin) egyiitt nyertiik ki a btzalisztbol. A frakciok fehérje

tartalmat Bradford modszerrel mértiik.

I1L. 2. 1. 2. Buzafehérjék hidrofob tulajdonsag szerinti szeparalasa

A viz- és so-oldhato fehérjéket hidrofob jellegiik alapjan 5 alfrakciora szeparaltuk Octyl
Sepharose CL-4B oszlopon (Amersham Biosciences) 2 1€pésben (3. dbra). Az oszlop ekvilibralasat
desztillalt vizzel végeztiik. A kromatografias elvalasztds elsd 1épésében a minta injektaldsa utan az
oszlophoz nem kotddd fehérjéket desztillalt vizzel mostuk le. Majd etilén glikollal (50%; v/v)
elualtuk a kozepesen hidrofob (4. alfrakcio), illetve karbamiddal (7 M) a leginkabb hidroféb (5.
alfrakcid) fehérjéket. Ezt kovetden az oszloprol desztillalt vizzel lemosott fehérje frakcidohoz
ammonium-szulfatot adagoltunk, 1,2 M koncentraci6 eléréséig. Az igy nyert fehérjeoldatot az
elvalasztds masodik lépésében ugyanazon az Octyl Sepharose oszlopon szeparaltuk tovéabbi
alfrakciokra. Ammoénium-szulfatos (1,2 M) ekvilibralas utdn ammonium-szulfattal eluéltuk a
hidrofil (1. alfrakcid), desztillalt vizzel a kdzepesen hidrofil (2. alfrakcid) és etilén glikollal (50%;
v/v) a kismértékben hidrofob (3. alfrakcid) fehérjéket.
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Albumin+globulin frakcié
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(NH,),50,
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Octyl Sepharose CL-4B

— l

1. alfrakcid 2. alfrakcié 3. alfrakcié
(hidrofil) (k6zepesen hidrofil) (kismértékben hidrofdb)

3. 4bra

A hidrofob kolecsonhatési kromatografia 1épései

IIL. 2. 1. 3. Buzafehérjék szeparalasa egydimenzios gélelektroforézissel

A molekulatomeg szerinti elvalasztast NuPAGE Bis-Tris 12% akrilamid tartalma gélben
(Invitrogen) végeztiik. A mintaoldashoz NuPAGE LDS 4X (Invitrogen) mintaold6é puffert és
NuPAGE 10X (Invitrogen) redukaldé &genst alkalmaztunk, amellyel 0,03 mg/ml fehérje
koncentraciot allitottunk be. Az elektroforézishez NuPAGE SDS (Invitrogen) puffert hasznaltunk.

Elektroforézis paraméterei:
fesziiltség (konstans): 200 V
aramerdsség (limit): 200 mA

futtatés ideje: 50 perc
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Fehérjedetektalas

A fehérjéket eziist festési eljarassal detektaltuk SilverXpress” Silver Staining Kit (Invitrogen)

alkalmazéséaval, a gyarto szerinti protokollt kdvetve.

I1I. 2. 1. 4. Buzafehérjék szeparalasa kétdimenzios gélelektroforeézissel

A buzafehérjéket (+/- 100pg) elsé dimenzidban pH 3-10 vagy pH 6-11 tartomanyban
fokuszaltuk. A stripeket (Amersham Biosciences) egy ¢éjszakan keresztiil rehidrataltuk 7 M
karbamidot, 2 M tiokarbamidot, 2% CHAPS-t, 0,5%(v/v) amfolitot pH 3-10 vagy pH 6-11, 0,28%
DTT-t, 0,001% bromfenolkéket tartalmazo pufferban. Az izoelektromos fokuszalast 11 mA/strip
aramerdsségen, 80 000 Vh felvételéig végeztilk 5000 V maximumon. A masodik dimenzi6 el6tt a
stripeket equilibraltuk 3 M karbamidot, 3,3% SDS-t és 30% glicerolt tartalmazo6 0,2 M Trisz-acetat
pufferben (pH: 8,8) elsd 1épésben 0,8% DTT jelenlétében 30 percig, majd 2,5% iodoacetamid
jelenlétében szintén 30 percig. A masodik dimenzidban a fehérjéket 28 x 23cm x Imm 10% SDS-
PAGE gélben szeparaltuk 500V fesziiltségen, 20W/gél mellett 4 6ra alatt, 0,2 M Trisz, 0,2 M
Tricin, 0,4% SDS tartalmt katod pufferben és 0,13 M Trisz-acetat andd pufferben.

Szeparalo gél (10%. 6 nagy gélre):

Duracryl 30,65% Bis (Genomic Solution) 222 ml
1,5 M TRISZ-HCI (pH: 8,8) 166 ml
10% SDS 7 ml
Desztillalt viz 274 ml
TEMED 0,335 ml
Ammonium-perszulfat (100 mg/ml) 1,7 ml

Fehérjedetektalas

A molekulatomeg szerinti elvalasztas utan a fehérjéket egy €jszakan keresztiil fixaltuk 40%
metanolt, 10% ecetsavat tartalmazo oldatban. A fehérjéket Sypro Ruby (Bio-Rad) festékkel
detektaltuk. A gélt 90 percig razattuk a festékoldatban, majd 10% metanol, 6% ecetsav oldattal
tavolitottuk el a hattérben maradt felesleges festéket. A gélképeket proXPRESS Proteomic Imaging
System (Perkin Elmer Life Sciences) késziilékkel rogzitettiik.
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II1. 2. 1. 5. Fehérjeazonositais MALDI-MS alkalmazasaval

In situ emésztés

A fehérje-foltok kivagasat ProPick Spot Picker késziilékkel HT Analyzer software (Genomic
Solutions) segitségével végeztiik, a tripszines emésztést pedig ProGest Protein Digester (Genomic
Solutions) késziilékben. Elsé 1épésben 200 mM ammoénium-bikarbonat/50 % acetonitril oldattal
eltavolitottuk a Sypro Ruby festéket a gélbdl, majd 25 mM ammoénium- bikarbonat oldattal
equilibraltunk. A fehérjéket 37°C-on, 3 oran keresztiil hidrolizaltuk 50ng tripszin (Promega)
hozzaadasaval, a reakciot 5% hangyasavval Aéllitottuk le. A mintdkat —70°C-on tdroltuk a

tomegspektrometrids analizisig.

MALDI-MS

A fehérjemintdk tomegspektrometrids elemzését a John Innes Centre (Norwich, UK)
intézetében végezték Bruker Reflex III MALDI-TOF MS késziiléken (Bruker-Daltonics, Bremen,

Germany) pozitiv ion reflektor modban.

A fehérjéket peptidtomegek alapjan az NCBI Mascot programjaval (Matrix Science;

http://www.matrixscience.com/) azonositottuk. A keresési paraméterek a kovetkezok voltak:

- taxondémia: zold novények,

- felhasznalt enzim: tripszin,

- fix modosutas: ciszteinek karbamidometilezése,
- valtozd mddosulés: metionin oxidacidja,

- tomeg tolerancia: 50 ppm

III. 2. 2. Sziil6i és transzgénikus buiza vonalak fehérjéinek proteomikai vizsgalata

I1I. 2. 2. 1. Novényi anyag, szovetkultura és transzformacio

(Halasz és mtsai., 2007)

A genetikai transzformacios kisérletek recipiens genotipusa a *CY-45’ tavaszi buza volt, amit
a szomatikus szOvetkultiraban adott fokozott valasz miatt mar kordbban szelektaltak. A donor

ndvényi anyagot standard buzatermesztd program szerint fitotron kamrakban és iliveghazban
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termesztették. Az anthesis 12. napja utan az éretlen embriokat a korabban leirt médon kimetszették.
Kallusz indukcidhoz D, kozeget hasznaltak. A szelekcidban, a bombazott kallusz anyag elsd és
masodik ciklusa alatt a D, kozeget 5 és 10 mg/l bialaphos-szal (Shinyo Sangyo Co., LTD)
egészitették ki, kiilon-kiilon. A kivalasztott szomatikus buza kallusz kultirdbol a feltételezett
transzformansok regeneralasat egy korabban publikalt protokol szerint végezték.

A kallusz anyagbdl szdrmaz6 harom hetes embriokat alkalmaztak genetikai transzformacid
céljara. A transzformdacios rendszer optimalizaldsdhoz tranziens expresszids kisérleteket végeztek az
UidA riporter gént és a bar markergént tartalmaz6é pAHC25 plazmiddal. A stabil transzformacios
kisérletekben a herbicid (Finale 14SL, 150 g/l ammoénium glufozinat) rezisztenciara valaszthato bar
gént tartalmaz6 pAHC20 plazmidot alkalmaztdk. A regeneralt novényeket fitotron kamraba
transzplantaltak és a transzformalt gént (bar) 0,5 % Finale 14SL permetezéssel és Southern blot
analizissel ellendrizték. A "T-117°, °T-106-3/a> ¢s ’T-128 transzgénikus buza vonalak egy
integracios helyl transzformansok. Ezek a vonalak kovetkezésképpen dnbeporzok €s a generaciok
mindegyike herbicid (Finale 14SL) kontrol alatt fejlodott. Mindezek a transzgénikus vonalak: *T-
117°, °T-106-3/a’ és ’T-128 T4 generacid utan teljesen homogének voltak a transzformalt bar

geénre.

Uveghazi kisérletek

A szérazsag-stressz bedllitasa a sziiléi ‘CY-45’ és a transzgénikus vonalakra ‘T-117°, “T-106-
3/a’,‘T-128’ 2003 marciusaban, tiveghazban tortént. A novény optimalis fejléddéséhez elegendd
vizmennyiségének egyharmadaval lattak el a vizsgalt buza vonalak kéthetes novénykéit. A magérés
idején (junius, julius) az tiveghazban 30-35 C°-ot mértek.

A szarazsdg-stressz hatdsira a buza vonalak termékenysége csokkent. A sziiléi ‘CY-45" és a

transzgénikus vonalakbol ‘T-117’, “T-106-3/a’,°T-128’ 24-24 ndvényt arattak le.

I1I. 2. 2. 2. Buzafehérjék oldhatdsag szerinti frakcionalasa

Munkank soran az Osborne-szerinti frakcionalast alkalmaztuk, azzal a mddositassal, hogy a
viz- és s6-oldhato frakciot (albumin-globulin) egyiitt nyertiik ki, a vizsgalt mintdk szemcsemérete

0,15 mm alatti volt. A frakciok fehérje tartalmat Bradford modszerrel mértiik.
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IIL. 2. 2. 3. Kétdimenzios gélelektroforézis

Az els6 dimenzioban a fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan szeparaltuk immobilizalt pH
gradienst tartalmazd stripen. A mintdkat rehidratald pufferben oldottuk (8 M karbamid, 1%
CHAPS, 20 mM DTT), majd 150 pg fehérjét vittiink fel a 17 cm-es stripekre, aktiv rehidratalast
kovetéen 60 000Vh felvételéig fokuszaltuk BIO-RAD PROTEAN IEF CELL késziiléken. A
molekulatomeg szerinti poliakrilamid gélben torténd elvalasztas eldtt a stripeket equilibraltuk
karbamidot (6 M), SDS (2%) és glicerolt (20%) tartalmaz6 Trisz-HCI pufferben elsd 1épésben DTT
(130 mM) jelenlétében 20 percig, majd jodacetamid jelenlétében (135 mM) szintén 20 percig.
Masodik dimenzidban a fehérjéket vertikalis SDS-PAGE-n BIO-RAD PROTEAN II xi Cell

késziiléken szeparaltuk.

Fehérjedetektalas

A molekulatomeg szerinti elvalasztdst kovetéen Coomassie Blue R-250-el detektaltuk a
fehérjéket. Az elektroforézis befejezése utan a szeparalt fehérjéket 20 percig fixaltuk 20% triklor-
ecetsav oldatban. A maradék TCA eltavolitdsdhoz 3-szor 10 percig razattuk a géleket PAGE-mos6
oldatban (10% etanol, 5% ecetsav). Ezutan 10 percig Coomassie festékoldatban (0, 2% Coomassie
R-250, 45% etanol, 9% ecetsav) razattuk a gélt, majd 10% ecetsav oldattal tavolitottuk el a
hattérben maradt felesleges festéket. A kapott géleket Gel Doc 2000 (Bio- Rad) rendszerrel
dokumentaltuk.

I1L. 2. 2. 4. Fehérjeazonositais MALDI-MS alkalmazasaval

In situ emésztés

A gélbdl kivagott (manuélisan) mintakbdl elsé 1épésben eltavolitottuk a Coomassie festéket,
haromszor atmostuk 25 mM ammoénium-bikarbonat/50% acetonitril oldattal (10 percig), majd
eltavolitottuk a feliiluszot. A fehérjéket az enzimes hidrolizis el6tt redukaltuk (25upl, 10 mM
DTT/25 mM ammonium-bikarbonat, 0,5 h, 56°C), majd alkilaltuk (25ul, 55 mM joédacetamid/25
mM ammonium-bikarbonat, 30 min, szobahdémérséklet). A mintdkhoz 100 ng tripszint (sequencing
grade, modified trypsin, Promega GmbH, Mannheim, Germany) tartalmazé 20 pl puffert (50 mM
ammmonium-bikarbonat) adtunk, a hidrolizist 37°C-on (4 6ra) végeztik. A tomegspektrometrids

analizis el6tt ZipTipC18 tisztitast végeztiink (Millipore, Bedford, MA, USA).

38



Fehérjeazonositas tomegspekrometria segitségével

A MALDI TOF MS vizsgalatot DHB matrix (2,5- dihidroxi-benzoesav) jelenlétében
végeztiik. A mérést Bruker Reflex III MALDI-TOF MS késziiléken (Bruker-Daltonics, Bremen,
Germany) pozitiv ion reflektor moédban végeztiik. A tripszin autolizis termékeit hasznaltuk belsé
kalibraciohoz.

A fehérjéket peptidtomegek alapjan az NCBI Mascot programjaval (Matrix Science;

http://www.matrixscience.com/) azonositottuk. A mar a III. 2. 1. 5. pontban ismertetett paraméterek

alapjan. Néhany esetben kiegészitd analizisre keriilt sor MS Fit programmal (UCSF;
http://prospector.ucsf.edu/).
MALDI Ion-trap MS/MS analizishez a matrix, CHCA (a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav) és a

szolvens (24% izopropanol, 75% viz, 1% ecetsav) 1:1 aranyl keverékét alkalmaztuk. A méréseket
Agilent atmospheric pressure MALDI (AP-MALDI II) ionforrassal felszerelt Agilent XCT Plus ion

trap MS analizatoron végeztiik.

111. 2. 2. 5. Elektroforetikus blot technika és immunreakcio

A Dblottolas a fehérjék szintetikus membranon torténd megkotését jelenti, amelyet a
membranon specifikus detektalas kovet. A leghatékonyabb blottoldsi technika, amit Western
modszernek neveznek, alkalmazasa sordn elsd 1épésben a fehérjéket elektroforetikusan valasztjak
el. Az igy kapott felbontas a membranon is stabil marad, ami a mddszer nagy elonye.

Az elektroforetikus elvalasztds utdn a poliakrilamid gélt és a 0,45 um porusméreti
nitrocellul6z membrant (Bio-Rad) 25 mM TRISZ-t, 192 mM glicint, 20% metanolt, és 0,1% SDS-t
tartalmazé Towbin pufferben 10 percig equilibraltuk. Az SDS-poliakrilamid- gélelektroforézissel
szeparalt fehérjefrakciokat BIO-RAD Trans Blot SD Semi-Dry Transfer Cell késziilékkel
nitrocellul6z membranra vittiik at. A blottolasi id6 90 perc a blottolasi fesziiltség 25 V, az
aramer6sség pedig 0,8 mA/cm” volt. Az immunreakciokhoz huméan szérumokat hasznaltunk. A
vizsgélatokhoz felhasznalt huméan szérumok klinikailag igazolt hatteri gabona-allergids betegektol
szarmaztak.

Az immunfestés 1épései a kovetkezok voltak:

e 5 perc fixalas 25% glutaraldehidet tartalmaz6 moso-inkubalo pufferben

e 30 perc inkubalas fedépufferben (2% Tween-20 moso- inkubald pufferben oldva)

e 3 x 10 perc mosas (moso- inkubalo puffer: 0,05 M TRIS, 0,15 M natrium-klorid, 0,1 mM fenil-
metil- szulfonil-fluorid, 0,05% Tween-20).
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e 16 6ra inkubalds humén antitestet tartalmaz6 mosdoldattal

e 3 x 10 perc mosas moso- inkubalo pufferrel

e 1,5 ora inkubdlds peroxiddaz enzimmel jelzett anti-humadn IgE ellenanyagot tartalmazo
mosooldattal

e 3 x 10 perc mosas moso- inkubalo pufferrel

e 5 perc inkubdlas hideg foszfat pufferben (135 mM natrium-klorid, 2 mM kalium-klorid, 16 mM
dinatrium-hidrogén-foszfat 2-hidrat, 2 mM kalium-dihidrogén-foszfat)

e clohivas: 4-kloro-naftollal hidrogén-peroxid jelenlétében (30 mg 4-kloro-naftol 10 ml etanolban

oldva,+50 ml PBS oldat+200 pl 37% hidrogén-peroxid).

IIL. 2. 3. Marko tritikale proteomikai vizsgalata
III. 2. 3. 1. Tritikalefehérjék oldhatosag szerinti frakcionalasa

Marko tritikale viragzas utan 7., 14., 21. és 28. napon learatott mintainak fehérjéit Osborne-
szerinti frakcionalassal szeparaltuk. A gabonaszemeket Hagberg-Perten daralon 6rolték meg, 0,8
mm perforaciés méretll szita haszndlatdval. A teljes érleményeknek a szemcsemérete tehat ez alatti

volt. A viz- és so6-oldhatd frakcidt (albumin-globulin) egyiitt nyertiik ki. A frakciok fehérjetartalmat

Bradford moédszerrel mértiik.

IIL. 2. 3. 2. Tritikalefehérjék szeparalasa egydimenzios gélelektroforézissel

A minta el0készitése

Ketté mg liofilizalt mintat 150- 250 pl mintaoldé pufferben (Mintaoldo puffer: 3% SDS; 62
mM TRISZ; 8,7% glicerin (87%); 10% B-merkapto-etanol, pH: 6,8) oldottunk. Az oldatot 5 percig
forraltuk, majd a gélre 3-15 pl elokészitett mintat vittiink fel.
A vizsgalatokat Bio-Rad Mini-PROTEAN 3 Cell késziiléken végeztiik.

Elvalaszto gél (12 %, 2 kis gélre):

30% akrilamid/ bis-akrilamid 29: 1 (Bio-Rad) 3,2ml
2 M TRISZ-HCI (pH: 8,8) 1,8 ml
10% SDS 50 pl
Desztillalt viz 2,85 ml
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TEMED 6 ul
Ammoénium-perszulfat (100 mg/ml) 50ul

A gél polimerizal6dasa utan a tetejére gylijtégélt ontottiink, amibe elhelyeztiik a mintafelvivé

zsebek kialakitasdhoz sziikséges fésiit.

Gvyijtogél (6%, 2 kis gélre):

30% akrilamid/bis-akrilamid 29: 1 (Bio- Rad) 0,5 ml
10% SDS 27,5 ul
0,5 M TRISZ-HCI (pH: 6, 8) 0,33 ml
Desztillalt viz 1,6 ml
TEMED 3ul
Ammonium-perszulfat (100 mg/ml) 25 ul.

A mintafelvitelt kdvetden a gélt elektroforézis celldba helyeztiik. Pufferrel torténd feltoltés

utan a cellat aram ala helyeztiik.

Elektroforézis puffer:
TRISZ 3,03 ¢
SDS 1.,0g
Glicin 144 ¢

1000 ml-re feltoltve desztillalt vizzel.

Elektroforézis paraméterei:
fesziiltség (konstans): 200 V
aramerdsség (limit): 400 mA

futtatés ideje: 50-70 perc

Fehérjedetektalas

Az elvalasztast kovetden Coomassie Blue R-250-¢l detektaltuk a fehérjéket azonos modon a

III. 2. 2. 3. pontban ismertetekkel.
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IIL. 2. 3. 3. Tritikalefehérjék biologiai aktivitasanak vizsgalata

Az elektroforetikus blot és az immunreakcio paraméterei megegyeznek a III. 2. 2. 5. pontban
leirtakkal. Azzal a kiegészitéssel, hogy egydimenzids elvalasztast kovetden a blottolasi 1d6 csak 60
perc.

A tritikdlefehérjék IgE-kotd képességének kimutatdsdhoz klinikailag igazolt hatteri gabona-
allergias betegektdl szarmazo szérumot hasznaltunk. Az immunreakciot peroxidaz enzimmel jelzett
anti-human IgE ellenanyag segitségével detektaltuk.

Az IgA-koto képesség vizsgalatdhoz klinikailag igazolt hatter(i coliakids betegektdl szarmazé
szérumot hasznaltunk. Az antigén-antitest kialakuldsat peroxidaz enzimmel jelzett anti-human IgA
konjugatummal mutattuk ki.

A tritikalefehérjék btiza gliadin antitesttel szembeni immunreakcidjat nyulban kifejlesztett

anti-gliadin antitesttel és peroxiddz enzimmel jelzett anti-nyul IgG ellenanyaggal kovettiik nyomon.

I1L. 2. 3. 4. Tritikalefehérjék szeparalasa kétdimenzios gélelektroforézissel

A 2-DE vizsgéalat menete megegyezik a IIIl. 2. 2. 3. pontban ismertetekkel. Azzal a
kiegészitéssel, hogy tritikalemintak esetében a fehérjéket els6 dimenzidban pH 3-10 tartoményban

fokuszaltuk és a 40 pg fehérjét vittiink fel a 7 cm-es stripekre.

IIL. 2. 3. 5. Fehérjeazonositais MALDI-MS alkalmazasaval

A vizsgalt fehérjék in situ emésztése és tomegspektrometrids meghatarozasa III. 2. 2. 4.

pontban leirtaknak megfelelden tortént.

I1I. 2. 4. Arpa vonalak elektroforetikus vizsgalata

A vizsgalt tavaszi arpafajtdk (Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina) kontroll mintait
csapadékellatds szempontjabol optimalis koriilmények kozott termesztették Sopronhorpacson. A
szarazsag-stressz bedllitasa Tdaplanszentkereszten tortént, egy specidlis talaj elOkészités
eredményeként, ezaltal a novények vizellatottsaga nem volt optimélis. Az arpaszemeket Hagberg-
Perten daralon 6rolték meg, 0,8 mm perforaciés méretii szita hasznalataval. A teljes 6rleményeknek

a szemcsemérete tehat ez alatti volt.
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IIL. 2. 4. 1. Arpafehérjék extrakcija

A kioldhato Osszes fehérje izolalasat un. lysis-pufferrel végeztiik. Egy sulyrész torethez 10
térfogatnyi puffert adtunk (7 M karbamid, 2 M tiokarbamid, 4% CHAPS) és 30 percen at razogépen
rdzatva extrahaltuk. A kapott szuszpenzidt 12 000 RPM-en, 20 percig centrifugaltuk. A feliiltszot
alikvotokra szedve -70°C-on taroltuk.

IIIL. 2. 4. 2. Arpafehérjék szeparalisa kétdimenziés gélelektroforézissel

A 2-DE vizsgalat menete megegyezik a III. 2. 2. 3. pontban ismertetekkel. Azzal a
kiegészitéssel, hogy arpamintdk esetében a fehérjéket elsé dimenzidban pH 3-11 tartomdnyban

fokuszaltuk és a 40 pug fehérjét vittiink fel a 7 cm-es stripekre.

IIL. 2. 5. Baktériumfehérjék proteomikai vizsgalata

IIL. 2. 5. 1. Baktériumfehérjék izolalasa

A Shewanella hanedei baktériumot aerob koriilmények kozott tenyésztettik Marine Broth
agaron egy éjszakan at 16 °C-on, masnap a hékezelt mintakat 37 °C-on 1 6ran at inkubaltuk. A
sejteket 4000 RPM-en 20 percig centrifugaltuk, ezutan kétszer atmostuk 50mM Trisz (pH: 8,8)
oldattal, amit minden esetben centrifugalds (4000 RPM, 20 perc) kovetett. A baktérium sejtek lizisét
8 M karbamidot, 40 mM Triszt, 4% CHAPS-ot ¢és 0,05% DNase I-t tartalmazé oldattal végeztiik,
majd 13200 RPM-en 20 percig centrifugéltuk. A feliiliszé fehérje-tartalmat Bradford modszerrel

hataroztuk meg.

IIL 2. 5. 2. Oldhat6 fehérjetartalom mérése

A vizsgalt mintdink oldhat6 fehérje-tartalmat Bradford (1976) leirasa szerint hataroztuk meg,
ami egy egyszerl, festékkotddésen alapuld, fehérje-tartalom mérésére szolgalé modszer, melynek
elve szerint a Coomassie Brilliant Blue G-250 festék savas oldatanak abszorbancia maximuma

fehérje jelenlétében (mennyiségtdl fliggden) 465 nm-rdl 595 nm-re valtozik.
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IIL. 2. 5. 3. Kétdimenzios gélelektroforézis

Az els6 dimenzidban a baktérium fehérjéket izoelektromos pontjuk alapjan szeparaltuk
immobilizalt pH gradienst tartalmazo stripen. A mintdkat rehidrataldo pufferben oldottuk (8 M
karbamid, 0,05% CHAPS, 25 mM DTT), majd 200 pg fehérjét vittiink fel a 17 cm-es stripekre,
passziv rehidratalast (7 ora) kovetden Multiphor II system (Pharmacia) késziiléken a gyarto altal
eldirt program szerint fokuszaltuk. A molekulatomeg szerinti poliakrilamid gélben torténd
elvalasztas eldtt a stripeket equilibraltuk 6 M karbamidot, 2% SDS-t és 30% glicerolt tartalmaz6
Trisz-HCl pufferben (pH=8,8) elsé Ilépésben 1% DTT jelenlétében 10 percig, majd 5%
iodoacetamid jelenlétében szintén 10 percig. Mésodik dimenzidban a fehérjéket 10% SDS-PAGE-n
BIO-RAD PROTEAN II xi Cell késziiléken szeparaltuk, 15 percig 20mA-en, majd SOmA-en.

Szeparalo gél (10%, 2 nagy gélre):

30% akrilamid/ bisz-akrilamid 29: 1 (Bio-Rad) 33,3 ml
1,5 M TRISZ-HCI (pH: 8,8) 25 ml
10% SDS 50 pl
Desztillalt viz 40,2 ml
TEMED 33 ul
Ammonium-perszulfat (100 mg/ml) 500 pl
Fehérjedetektalas

- Coomassie Blue festéssel

A molekulatomeg szerinti elvalasztas utdn a fehérjéket 20 percig fixaltuk 50% etanolt, 2%
foszforsavat tartalmazo oldatban. Coomassie Blue R-250-el (34% metanol, 3,5% foszforsav, 0,2%
Coomassie Blue R-250, 170g ammo&nium-szulfat) detektaltuk a fehérjéket. A gélt 30 percig razattuk

a festékoldatban, majd 30% metanol oldattal tavolitottuk el a hattérben maradt felesleges festéket.

- Eziistfestéssel

Az elektroforézis befejezése utan a szeparalt fehérjéket 20 percig fixaltuk 50% metanol/ 5 %
ecetsav oldatban, majd pedig 10 percig 50% metanolban. A maradék fixalé eltavolitasdhoz 10
percig razattuk a géleket desztillalt vizben. Ezutan 1 percig redukaltuk a fehérjéket 0,02% natrium-
tioszulfattal, majd 20 percig inkubaltuk 4 °C-on 0,2% eziist-nitrat festékoldatban. Desztillalt vizes
mosast kovetéen 2% natrium-karnobatot, 0,05% formaldehidet (37%-0s) és 0,0005% natrium-

tioszulfatot tartalmazoé oldattal detektaltuk a fehérjéket. A reakciot 5% ecetsavval allitottuk le.
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A gélképeket mindkét festési eljarast kovetden GS-800 denzitométer (BIO-RAD) késziilékkel

rogzitettik.

I1I. 2. 5. 4. Fehérjeazonositas LC-MS/MS alkalmazasaval

In situ emésztés

A gélbdl kivagott (manuélisan) mintakbdl elsé 1épésben eltavolitottuk a Coomassie festéket,
kétszer atmostuk 50 mM ammonium-bikarbonat/50% acetonitril oldattal (30 °C-on, 20 percig),
majd levegdn szaritottuk. A fehérjék enzimes hidroliziséhez tripszint hasznaltunk. A mintakhoz 100
ng tripszint tartalmazo 8 ul puffert (50 mM ammmoénium-bikarbonat) adtunk, elésegitve az enzim
gélbe jutasat, a mintakat jégen taroltuk 45 percig. A tripszines emésztést 37 °C-on végeztik egy
¢jszakan at tovabbi 50 mM ammmonium-bikarbonat hozziadasat kovetden. A peptideket 60%
acetonitril/1% hangyasav oldattal extrahaltuk (30 °C-on, 3 percig), centrifugaltuk (13 200 RPM,

né¢hany masodpercig) és fagyasztva szaritottuk.

LC-MS/MS

A proteolizatum fehérjemintdinak aminosav szekvenciajat LC/MS/MS technikaval hataroztuk
meg. A mintdkat 0,1% hangyasavban feloldva Ultimate Micro LC rendszeren (FAMOS automata
mintaadagoloval) vizsgaltuk. A méréshez PEPMAP, 75 um, 15 cm kolonnat ill. el6ékoncentralashoz
800 pm, 2 mm kolonnat hasznaltunk. Az elualast linedris gradiensen végeztik, az 5%
acetonitril/0,1% hangyasav kiindulasi koncentraciét 30 perc alatt 80% acetonitril/0,1% hangyasavra
novelve, 100 nl/perc aramlasi sebesség mellett. Az oszloprdl elualt peptidek egy nanoelektrospray
tiin keresztiil jutottak a Q-TOF tomegspektrométerbe (Micromass). Az MS/MS spektrumokat
manualisan értékeltiik, az eredményként kapott aminosav szekvenciabol az NCBI (National Centre
of Biotechnology Information) adatbazis Blast algoritmusaval (www.ncbi.nlm.nih.gov ill.

www.ebi.ac.uk) azonositottuk a fehérjéket.
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IV. CELKITUZESEK

Munké&m soran proteomikai mddszerek alkalmazéasaval a kovetkezd feladatokat végeztem el:

e Allergén buzafehérjék allergenitasa és hidrofob jellege kozotti Osszefiiggés tanulmanyozasa 2-
DE és MALDI-MS technika alkalmazasaval. A koztermesztésbe vont kenyérgabona, a
Hereward buza Osborne frakcidinak proteomikai tanulmanyozasa, és az albumin-globulin

frakcidban megtalalhato ismert buzaallergének jellemzése hidrofob jellegiik szerint.

e Abiotikus (szarazsadg) stressz hatdsanak vizsgalata sziil6i és transzgénikus buza vonalak
fehérjéinek Osszetételére és bioldgiai aktivitasara. Stressz-indukalt fehérjék kimutatdsa a sziili

CY-45 és a transzgénikus T-117, T-106-3/a és T-128 buza vonalak tanulmanyozasaval.

e Kiilonbozd tavaszi arpa vonalak fehérje-Osszetételének vizsgalata és Osszehasonlitdsa azzal a
céllal, hogy hogyan valtoznak szarazsag-stressz hatasara. A kisérletbe vont fajtadk (Scarlett,
Jubilant, Pasadena, Mandolina) karbamid-oldhat¢ frakcidjanak fehérjetérképei szolgaltatjak az

Osszehasonlitas alapjat.

e Egy tritikdle (Marko) vonal fehérje-Osszetételének és bioldgiai aktivitds valtozdsanak nyomon
kovetése az érési allapot fliggvényében, viragzas utani 7., 14., 21. és 28. napon learatott

gabonaszemek albumin-globulin frakcioi alapjan.
e 2-DE ¢és LC-MS/MS technika alkalmazéasa hdstressz hatdsdnak vizsgélata céljabol, egy olyan

organizmus (Shewanella hanedei) proteomikai tanulmanyozasara, amelynek genomja még nem

feltérképezett.
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V. EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

V. 1. Hereward buza kétdimenzids fehérje-térképének elkészitése és a fehérjék azonositasa

A genomika informaciot szolgaltat a szervezet genetikai allomanyarol, mig a proteomika a
fehérje-0sszetételrdl: ahhoz hogy megértsiik a novények genomja altal meghatarozott genetikai
informdciokat, sziikséglink van a génexpresszid eredményeként szintetizdlodott fehérjék
azonositasara. Ennek technikai feltétele egy olyan mddszer, ami lehetévé teszi nagyszamu fehérje
elvalasztasat és azonositasat egyidében. Anglidban az egyik legelterjedtebb kdztermesztésbe vont
kenyérgabona, a Hereward buza proteomikai vizsgalatat végeztiik el.

A buzafehérjék frakciondldsa oldhatdésaguk alapjan még ma is elterjedt mddszer, az egyes
frakciok azonban nem kiilonithetdk el élesen, gyakori a fehérjék atoldodéasa a frakciok kozott. A
vizsgalt magas fehérjetartalmi Hereward 6szi buizdbdl Osborne szerinti frakciondlassal eldallitott
fehérjefrakciok tovabbi elvalasztasat kétdimenzios elektroforézissel, a fehérjék azonositasat pedig

MALDI-MS technikaval végeztiik.

V. 1. 1. Kétdimenzios elektroforézis és MALDI-MS technika alkalmazasa so- és vizoldhato

buzafehérjék elvalasztasara és azonositasara

Hereward buza albumin-globulin frakcié fehérjéit elsé dimenzioban pH: 3-10 ill. 6-11
tartomanyban izoelektromos fokuszalassal szeparaltuk, majd a masodik dimenzidban a mintakat
10%-0s SDS-PAGE futtatdssal molekulatomegiik szerint valasztottuk el. A kétdimenzids gélen a
vizsgalt frakciobol mintegy 200-250 fehérjét detektaltunk 7-90 kDa molekulatomeg és 3—10
izoelektromos pont tartomdnyban (4/a. abra). A bazikus tulajdonsaggal rendelkezd fehérjék
izoelektromos fokuszalasahoz pH: 6-11 tartomanyu stripet hasznalva az elvalasztas felbontasat

jelentésen megnoveltiik (4/b. abra).
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Hereward buza albumin-globulin frakcio6 fehérjéinek kétdimenzios elektroforetikus elvalasztasi

képe (pH: 3-10 és 10-120 kDa ill. pH: 6-11 és 10-120 kDa tartomanyban)

Sypro Ruby-festést kdvetden a fehérje foltokat kivagtuk a gélbdl (5. abra), majd tripszines
emésztés utan MALDI-MS technikaval analizaltuk a fragmenseket. A fehérjéket az un. ,,peptid
ujjlenyomat (peptide mass fingerprint)” alapjan Matrix Science adatbazis MASCOT programjaval
azonositottuk.

Az 5. 4abran bemutatott fehérje-térképen az eredmények irodalmi adatokhoz wvald

Osszehasonlithatosdga miatt 5 régiot jeldltiink meg:

1. régid: 30-45 kDa molekulatomeggel és savas (pH<S,5) izoelektromos ponttal rendelkezd
fehérjéket foglalja magaba,

2. régio: 25-30 kDa molekulatomeggel ¢és pH: 5-6 izoelektromos ponttal jellemezhetd
fehérjéket jeloli

3. régid: az alacsonyabb (<25 kDa) molekulatomegii polipeptidek tartoméanya

4. régio: 30-45 kDa molekulatomeggel és pH: 5-7 izoelektromos ponttal rendelkez6 fehérjéket
foglalja magaba

5. régid: bazikusabb (pH>8) izoelektromos ponttal jellemezhetd polipeptideket jeldli.
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5. abra
So- és vizoldhat6 buzafehérjék (Hereward) kétdimenzids fehérje-térképe (a 4/a. dbra alapjan a pH:
3-10 és a 4/b. 4bra alapjan a pH>9 fehérjéket mutatja) és a MALDI-TOF MS moédszerrel azonositott
fehérjék jelolése

AT megbizhatd azonositas, V. lehetséges azonositas, O: sikertelen azonositas.

Az elektroforetikus elvalasztast kdvetden 0sszesen 83 fehérjefoltot analizaltunk. A Hereward

crcr

0ssze.

49



2. tablazat: Hereward buiza albumin-globulin frakcigjabol MALDI-TOF MS modszerrel azonositott

fehérjék adatai
PMF
MOWSE
talalat (95% Folt
Azonositd % szignifikancia jele
szam identity | szintnek M.2.
Folt (Swissprot/ Rendszertani Azonosité | to megfeleld Kalkulalt | mellék
szama | Azonositott fehérje | Genebank) név szam (EST) |accession | talalat) MW-pl letben)
HMW glutenin P10388 Triticum 34 89,5-5,97
alegység DXS5 aestivum
1 | prekurzora
HMW glutenin P10388 Triticum 36 89,5-5,97
alegység DX5 aestivum
2 | prekurzora
3 | p-amilaz (fragmens). | Q7X9M2 Triticum 86 (44) 31,1-8,6 Al
aestivum
4 | B-amilaz Q7X9M2 Triticum 101 (44) 31,1-8,6 A2
(Fragmens). aestivum
HMW glutenin Triticum 2i/6254838 67% 71,2-8,67
5 | alegység aestivum 3
HMW glutenin Triticum 2i/6254838 89% 71,2-8,67
6 | alegység aestivum 3
Szerpin P93692 Triticum 106 42,9-5,44
7 aestivum
Szerpin P93692 Triticum 125 42,9-5,44
8 aestivum
Szerpin P93692 Triticum 203 42,9-5,44
9 aestivum
Szerpin P93692 Triticum 139 42,9-5,44
10 aestivum
11| glioxalaz I 9ZW1J2 Oryza sativa CNO01305 92% 135 (78) 32,5 G6
4
12 | endogén a- P16347 Triticum 152 (44) 19.8-6,77 D7
amilaz/szubtilizin aestivum 134 (44) 19.8-6,77 D8
inhibitor (WASI). 179 (44) 19,8-6,77 D9
215 (44) 19.8-6,77 | DI10
137 (44) 19,8-6,77 | DI11
132 (44) 19,8-6,77 | D12
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PMF
MOWSE

talalat (95% Folt
Azonositd % szignifikancia jele
szdm identity | szintnek M.2.
Folt (Swissprot/ Rendszertani Azonositd | to megfeleld Kalkulalt | mellék
szdma | Azonositott fehérje | Genebank) név szam (EST) | accession | talalat) MW-pl letben)
13 | a-amilaz/tripszin S10027 Triticum
inhibitor CM1 aestivum 41 16-7,49
prekurzora
14 10,19 dimer a-amilaz | QSUHH6 Triticum
o ] 76 138-5,73
inhibitor (fragment) aestivum
15 | a-amilaz inhibitor WIWTALI Triticum
) 74 13,8-6,66
0,19 aestivum
16 | 0,19 dimer a-amildaz | QSUHH6 Triticum
. 67 13,8-5,73
inhibitor (fragment) aestivum
17 | szerpin 9ST57 Triticum
" © . 195 42,9-5,44
aestivum
18 | xilanaz inhibitor I Q8L5C6 Triticum
] 200 33,4-8,66
prekurzora aestivum
19 | thaumatin-jellegti Q8S4P7 Triticum
) ] 24 23,5-7,85
fehérje aestivum
20 | kitinaz S04131 Hordeum
47 33,4
spontaneum
21 | peroxidaz I Q05855 Triticum
P ) 118 39,2-8,14
aestivum
22 | NDP gliik6z- QS8LLDS5 Triticum
keményité gliikozil aestivum 53 65,8-8,84
transzferaz
23 | peroxidaz I Q05855 Triticum
P ] 74 39,2-8,14
aestivum
25 | B-amilaz P82993 Hordeum CD894765 90% 179 (78) A3
spontaneum CK207878 79% 101 (78) A4
CD894765 90% 127 A5
CK207878 79% 84 (78) 31,1-8,6 A6
CK207878 79% 90 (78) Gll1
CK207878 79% 139 (78) A8
CD894765 90% 164 (78) Gl
CK207878 79% 85 (78) G2
CD905964 89% 76 (78) G3
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PMF
MOWSE

talalat (95% Folt
Azonositd % szignifikancia jele
szdm identity | szintnek M.2.
Folt (Swissprot/ Rendszertani Azonositd | to megfeleld Kalkulalt | mellék
szdma | Azonositott fehérje | Genebank) név szam (EST) | accession | talalat) MW-pl letben)
25 | B-amilaz Q7X9M2 Triticum 83 (44) 31,1-8,6 G9
(Fragmens). aestivum 69 (44) G10
57 A9
26 | B-amilaz P82993 Hordeum CK207878 79% 139 (78) 31,1-8,6 A8
spontaneum
27 | buza 27K fehérje Q7Y1Z72 Triticum CD906440 89% 122 (78) E2
aestivum
28 | buza 27K fehérje Q7Y1Z2 Triticum BQ804422 92% 144 (78) E12
(fragmens) aestivum
29 | kitinaz I1 Q8S870 Oryza sativa BQ743303 73% 114 (78) G4
30 | glioxalaz I 9ZWJ2 Oryza sativa CA643757 93% 164 (78) G5
+ Mixture
BE490482
31| glioxalaz I 9ZWJ2 Oryza sativa CA643757 93% 185 (78) G7
+ Mixture
BE490482
32 | glioxalaz I 9ZWJ2 Oryza sativa CA643757 93% 185 (78) G8
+ Mixture
BE490482
33 | a-amilaz inhibitor Q5UHH6 Triticum BJ238252 100% 86 (78) F1
3410,19 P0O1085 aestivum 92 (44) 13,9-6,66 F6
36 P01085 80 (44) 13,9-6,66 F9
37 P01085 100 (44) 13,9-6,66 | F11
38 P01085 79 (44) 13,9-6,66 |F8 F10
Q5UHH6 BJ238252 100% 87 (78)
39 | ubikvitin Q41570 Triticum 77 (44) 8,6-6,56 E10
aestivum
40 | o-amilaz /tripszin P17314 Triticum 74 (44) 18,9-7,44 F4
inhibitor CM3 P17314 aestivum 74 (44) 18,9-7,44 F9
prekurzora P17314 52 (44) 18,9-7,44 F10
P17314 92 (44) 18,9-7,44 | HI0
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PMF
MOWSE

talalat (95% Folt
Azonositd % szignifikancia jele
szdm identity | szintnek M.2.
Folt (Swissprot/ Rendszertani Azonositd | to megfeleld Kalkulalt | mellék
szdma | Azonositott fehérje | Genebank) név szam (EST) | accession | talalat) MW-pl letben)
41 | a-amilaz /tripszin P16850 Triticum 47 (44) 13,85-6,72 | E6
inhibitor CM1 P16850 aestivum 73 (44) 16,1-7,49 | HI12
prekurzora
42 | a-amilaz inhibitor P01084 Triticum ~ 103 (44) 13,7-5,23 G9
0,53 aestivum
43 | a-amilaz /tripszin P16159 Triticum 70 (44) 16,4-5,31 HI
inhibitor CM16 aestivum
prekurzora
44| CM 17 fehérje Q41540 Triticum 61 (44) 16,5-5,07 H2
Q41540 aestivum 50 (44) 16,5-5,07 H5
45 | a-amilaz /tripszin P16851 Triticum 74 (44) 16,0-6,86 HS8
inhibitor CM2 aestivum
prekurzora
46 | a-amilaz inhibitor P01083 Triticum 96 (44) 13,9-6,18 H6
0,28 (CIII) (WMALI- aestivum
1).
76 | tritin S33631 Triticum 128 29,5-9,7
aestivum
77 | tritin S33631 Triticum 95 29,5-9,7
aestivum

Az azonositott fehérjéket funkcidjuk alapjan védod-, metabolikus-, antioxidans- és egyéb

fehérjék csoportjaba soroltuk (Vensel és mtsai., 2005; Salt és mtsai., 2005).

Védofehérjék

Az azonositott fehérjék egy csoportja a patogének enzimeinek miikodését gatolva fejti ki

hatasat, ide tartoznak a tripszin/a-amilaz inhibitor csalad tagjai, pl.: a 0,19 (14, 15, 16, 33, 34, 36,
37, 38), a 0,28 (46) és a 0,53 (42) a-amilaz inhibitor, az a-amildz / tripszin inhibitor CM1 (13, 41),
CM2 (45), CM3 (40), CM16 (43) és CM17 (44) prekurzora, az endogén a-amildz / szubtilizin
inhibitor (12). Szerin protedz inhibitort (szerpint) mutattunk ki pl: 5,18-nal ¢és MW: 43 kDa-nal a 7,

8 ¢és 9 jelzésti fehérje foltokban, irodalmi adatok alapjan ezen inhibitorok a tartalék fehérjék érés
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elotti proteolizisét gatoljak (Ostergaard és mitsai., 2000). A védoéfehérjék egy masik csoportja a
thaumatin-jellegii fehérjék (19), hatdsukat nem enzim miikodés gatlasan keresztiil fejtik ki, hanem a
patogének membranjanak permeabilitdsit modositjak, azokat atjarhatova teszik. A 29 jelzéssel
ellatott fehérjét kitindz enzimként azonositottuk, amely a patogén gombak sejtfalalkotd
szénhidratjat hidrolizalva biztosit védelmet a nOvény szamara. Szintén a gombak elleni
védekezésben vesz részt a bazikus karakter(i fehérjék kozott kimutatott xilanaz inhibitor (18), amely
glikohidroldzok miikodését gatolja. Az azonositott fehérjék koziil legbazikusabb a tritin (76, 77),
amely egy RNA N-glikozidazként gatolja a fehérje szintézist a riboszémakban.

Metabolikus fehérjék

A szénhidrat metabolizmusban résztvevo azonositott enzimek koziil a B-amilaz (3, 4, 25, 26)
fordul el6 a legnagyobb mennyiségben a vizsgalt buzamintaban. A Matrix Science adatbézis altal
megadott molekulatomeg (31 kDa) jelentds eltérést mutat az altalunk elvélasztott fehérje gélen
¢észlelt tomegéhez (kb. 55 kDa) képest. Az adatbazisban a vizsgélat idopontjaban csak a buza [3-
amildz enzimjének fragmense szerepelt. Salt és mtsai. (2005) a buza tészta oldhato-fehérjéiben
kimutatott B-amilazt (MW: 58,7 kDa ¢és pl:5,10) az adatbazisban talalhato, arpabol szarmazo6 enzim
peptidtomege alapjan azonositottak. A meghatarozott polipeptidek koziil szintén a szénhidrat
anyagcserében vesz részt a fruktdz-bifoszfataz, illetve a keményitd bioszintézisben szerepet jatszéd

NDP gliikoz-keményit6 gliikozil transzferaz (22).

Antioxidans fehérjék

Az oldhato fehérje-frakcidban kimutatott enzimek egy csoportja antioxidans hatédssal
rendelkezik. Az antioxidans enzimek az oxidativ stresszt megel6z6 és kivédd rendszer fontos
elemei. A reaktiv komponensek eltdvolitasaval a detoxifikéld folyamatokban jatszanak szerepet. A
novényi szervezetekben igen elterjedt oxidoreduktdz enzimet a peroxidazt, amely a buzaban is
megtalalhato, a 7. abran 21-23 jelzéssel ellatott fehérjefoltokban azonositottuk. A glioxalaz I (30,
31, 32) enzim funkcidja magasabbrendii ndvényekben még nem teljesen tisztazott, feltehetdleg a

metil-glioxal detoxifikalasat végzi (Espartero és mtsai., 1995).

Egyéb fehérjék

Az ubikvitin (39) rendszer felelds szamos denaturalt vagy hibas, ill. regulator fehérje
lebontasaért. Az ATP-fliggd intracelluléris proteolizisben részt vevd ubikvitint hdsokk fehérjének
tartjak (Szigeti, 2002). Irodalmi adatok alapjan allergén tulajdonsagu fehérjét, 27K proteint a 27 és
28 jelzéssel ellatott fehérje foltokban mutattunk ki.
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Eredményeinket Salt és mtsai. (2005) adatai alapjan értékeltiik. Irodalmi adatok alapjan a
buzalisztbdl tésztakészitéshez leggyakrabban hasznalt Osszetevoket (natrium-klorid, natrium-
aszkorbat) tartalmazéd vizes oldattal legnagyobb mennyiségben extrahalt fehérjék a B-amilaz, a
tritin, €s a szerpin ill. a tripszin/a-amildz inhibitor csaldd tagjai.. A prolamin szupercsalad 4 tagjat
azonositottuk az albumin-globulin frakcioban, két HMW glutenin alegységet és két HMW glutenin
alegység DXS5 prekurzort, a tésztakészités utdn végzett extrakcid esetében nem tapasztaltak
atoldoédast. A szénhidrat metabolizmusban résztvevé [-amildz mind az albumin-globulin
frakcioban, mind a tészta oldhato fehérjéiben nagy mennyiségben fordult elo.

Az 1. régioban Salt és mtsai. (2005) eredményeivel dsszevetve kisebb intenzitasu, de hasonld
fehérjéket detektaltunk (5. 4bra alapjan). Az azonositott kitindz II enzim nem felel meg a tészta
oldhatd fehérjéibdl meghatarozott kitindz Ill-nak, az enzim el6forduldsa a buzaban tehat
heterogenitast mutat. A védoéfehérjék egy masik csoportjdnak tagjat, a szerpint szintén kisebb
mennyiségben mutattuk ki a buzaliszt albumin-globulin frakciojaban.

A 2. régidban detektalt fehérjék intenzitadsban és dsszetételben is eltérést mutatnak az irodalmi
adatokhoz képest (Salt és mtsai.,, 2005). Az allergén tulajdonsaggal rendelkezd 27K fehérjét
mindkét fehérje-térkép tartalmazta.
polipeptidjei az egyfejli ill. a bifunkciondlis tripszin/a-amildz inhibitorok (0,19, 0,28 ¢és 0,53 a-
amilaz inhibitor, a-amildz / tripszin inhibitor CM1, CM2, CM3, CM16 ¢s CM17 prekurzora, ill.
endogén a-amildz / szubtilizin inhibitor).

A 4. régio hasonlo fehérje-mintazata nagyobb intenzitast mutat a buzaliszt albumin-globulin
frakciojaban.

A bazikusabb tulajdonsaggal rendelkezd (pH>8) fehérjék (5. régio): a peroxidaz, a thaumatin-
jellegli, a XIP 1 és a kitindz C mindkét mintdban kimutathatok.
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V. 1. 2. Kétdimenzios elektroforézis és MALDI-MS technika alkalmazasa alkohol-oldhato

buzafehérjék fehérje-térképének elkészitésére

Hereward buza gliadin frakcid fehérjéit elsé dimenzidban 6-11 tartoméanyban izoelektromos

fokuszalassal szeparaltuk, majd a masodik dimenzidban a mintakat 10%-0s SDS-PAGE futtatassal

molekulatdmegiik szerint valasztottuk el (6. abra).
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Alkohol-oldhat6 buzafehérjék (Hereward) kétdimenzios fehérje-térképe (a MALDI-TOF MS

modszerrel azonositott fehérjéket jeloltiik)

Detektéalds utdn a fehérje foltokat kivagtuk a gélbdl, majd tripszines emésztést kovetden

felvett peptidtérképek és —tomegek alapjan a Matrix Science adatbazis MASCOT programjaval

azonositottuk a polipeptideket.

foglaltuk ossze.
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3. tablazat: Hereward buza gliadin frakcigjabol MALDI-TOF MS modszerrel azonositott fehérjék

adatai
PMF
MOWSE
Folt szama Azonositott fehérje Rendszertani név | talalat Kalkulalt MW-pl

10 | LMW glutenin (fragmens) | Triticum aestivum 36 30678-8,57

LMW glutenin alegység | Triticum aestivum 48 41451-9,04
16 | prekurzora
17 | LMW glutenin alegység | Triticum aestivum 38 34948-8,90
21 | LMW glutenin alegység | Triticum aestivum 30 34948-8,90

Oleosin 1 Hordeum 78 18483-9,69
29 spontaneum
32 | WCI proteinaz inhibitor Triticum aestivum 46 13506-7,42

a-amilaz/tripszin inhibitor | Triticum aestivum 83 18893-7,44
34 | CM3 prekurzora

a-amilaz/tripszin inhibitor | Triticum aestivum 53 16020-6,86
36 | CM2 prekurzora

a-amilaz/tripszin inhibitor | Triticum aestivum 96 16077-7,49
38 | CM3 prekurzora

a-amildz/tripszin inhibitor | Triticum aestivum 69 18893-7,44
39 | CM3 prekurzora

Az MS eredmények alapjan az analizalt 45 fehérjébol csak 10 polipeptidet tudtunk
azonositani az alkohol-oldhato frakcioban. Alacsony molekulatomegii glutenin alegységeket, arpa
oleosin 1 fehérjével homologiat mutatd fehérjét, WCI proteindz inhibitort és az a-amilaz/tripszin
inhibitor CM2, illetve CM3 prekurzorat hataroztunk meg.

Az oleosin 1 fehérjetartalmi komponense a novények lipidraktarozé részecskéinek az un.
olajtestecskéknek (Pons és mtsai.,, 2002). Az olajtestecskék egyszeri sejtalkotok, foszfolipid
réteggel koriilvett triacil-glicerinbdl épiilnek fel, amit egy fehérje, az oleosin borit. Fontos szerepet
toltenek be a lipid-akkumulécioban.

Az a-amildz/tripszin inhibitorok kloroform/ metanol-oldhat6 prekurzorai a legjabb irodalmi
eredmények alapjan a BSA-hoz hasonld feliiletaktivitdssal rendelkeznek, ezzel emulgeatorként
torténd felhasznalasuk (Gilbert és mtsai., 2003) lehetséges.

A buza alkohol-oldhato fehérjék elektroforetogramja és a fehérjeazonositas eredményei

alapjan megallapitottuk, hogy a gliadin és az LMW glutenin alegységek atfedéseket mutatnak.
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V. 1. 3. Kétdimenzios elektroforézis és MALDI-MS technika alkalmazasa a sav-oldhato

buzafehérjék fehérje-térképének elkészitésére

Hereward buza albumin-globulin, illetve prolamin fehérjéinek vizsgalatat kovetden a sav-
oldhato fehérjék fehérje-térképét is elkészitettiik. Els6 dimenzidban pH: 6-11 izoelektromos pont,
masodik dimenzidban pedig 10-100 kDa molekulatomeg tartomanyban végeztiik az elvalasztast (7.

abra). Az elektroforetogramon jelzett fehérjéket analizaltuk MALDI-MS technikaval (4. tdblazat).
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7. dbra

Sav-oldhato buzafehérjék (Hereward) kétdimenzids fehérje-térképe és a MALDI-TOF MS

modszerrel azonositott fehérjék jelolése
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4. tdblazat: Hereward buiza glutenin frakciojabol MALDI-TOF MS moédszerrel azonositott fehérjék

adatai
PMF
Folt MOWSE
szama Azonositott fehérje Rendszertani név | talalat Kalkulalt MW-pl

HMW glutenin alegység 12 | Triticum aestivum 48 71224-7,64
46 | prekurzora

HMW glutenin alegység 12 | Triticum aestivum 101 71224-7,64
47 | prekurzora

HMW glutenin alegység 12 | Triticum aestivum 74 71224-7,64
48 | prekurzora

HMW glutenin 1By9 Triticum aestivum 91 76055-7,64
52 | prekurzora

HMW glutenin 1By9 Triticum aestivum 85 76055-7,64
53 | prekurzora

HMW glutenin 1By9 Triticum aestivum 87 76055-7,64
54 | prekurzora

HMW glutenin 1By9 Triticum aestivum 72 76055-7,64
55 | prekurzora

LMW glutenin alegység Triticum aestivum 52 39445-8,69
57 | 2.csoport Ltipusa

LMW glutenin alegység Triticum aestivum 38 41451-9,04
61 | prekurzora
65 | peroxidaz 1 Triticum aestivum 89 39255-8,14
69 | tritin Triticum aestivum 65 29594-9,70
72 | a-amilaz inhibitor 0,19 Triticum aestivum 97 13899-6,66
73 | HMW glutenin alegység Triticum aestivum 67 20193-8,85
76 | triticin prekurzor Triticum aestivum 122 57318-9,37
77 | triticin prekurzor Triticum aestivum 133 57318-9,37
78 | triticin prekurzor Triticum aestivum 179 57318-9,37
79 | triticin prekurzor Triticum aestivum 94 57318-9,37
80 | triticin prekurzor Triticum aestivum 83 57318-9,37

A peptidtomegek ismerete alapjan 18 fehérje azonositasat tudtuk elvégezni nemzetkdzi

adatbazisok segitségével. Szamos HMW ¢és egy LMW glutenin alegység, ill. annak prekurzora

mellett peroxiddz 1 enzimet, 0,19 a-amiléz inhibitort és triticin prekurzort sikeriilt meghataroznunk.
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Irodalmi adatok szerint a redukalt glutenin frakci6 17-20 alegységre bonthatd, melyek
molekulatomege 12000-134000 Da kozé esik (Lasztity, 1999). Az azonositott fehérjék kozil a
HMW glutenin 1By9 prekurzora rendelkezik a legmagasabb molekulatomeggel, 76 kDa. Az
endoszperm minor tartalékfehérjéje a triticin, kiemelkedéen magas lizintartalma miatt egyike a

génmodositas (Shailaja és mtsai., 2002) célmolekulainak.

V. 2. Buzafehérjék allergén jellege és hidrofob tulajdonsaga kozotti osszefiiggés feltérképezése

Az ismert ¢€lelmiszer allergének tobbsége, 10-70 kDa molekulatomegii, altalaban Osszetett
fehérje, amely a tapcsatorna enzimekkel szemben ellenéllé tovabba a technoldgiai kezelések soran
stabilan megtartja szerkezetét. Munkank sordn az ismert allergéneket (Sander és mtsai., 2001)
tartalmazd albumin-globulin frakcid fehérjéit hidrofob kdlcsonhatasi kromatografidval szeparaltuk.
Hipotézisiink alapjan a hidrofob tulajdonsaggal rendelkezé fehérjék képesek az €lelmiszerek lipid
részéhez kapcsolodni, ezaltal ellendllnak a hasitasi folyamatoknak, azaz rezisztensek a tapcsatorna

enzimeivel szemben.

V. 2. 1. Albumin-globulin buzafehérjék elvalasztasa hidrofob tulajdonsag alapjan

A buza albumin-globulin frakcidjanak fehérjéit hidroféob kolcsonhatasi kromatografiaval
(HIC) Octyl Sepharose oszlopon 2 1épésben szeparaltuk. Az elsé 1épésben karbamiddal elualtuk a
leginkdbb hidrofob (5. alfrakcio) ill. etilén glikollal a kdzepesen hidrofob (4. alfrakcio) fehérjéket.
Az elsO 1épésben vizzel elualt hidrofil (A) jelleget mutatd fehérjéket ammonium-szulfat hozzaadasa
utan a masodik lépésben hidrofil (1. alfrakcio), kozepesen hidrofil (2. alfrakcid) és kismértékben

hidrofob (3. alfrakcio) alfrakciokra szeparaltuk (8. abra).
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C (5. alfrakcio)

B (4. alfrakcio

E (2. alfrakci0)

F (3. alfrakcio)

D (1. alfrakcio)

8. abra
S6- és vizoldhato buzafehérjék (Hereward) elvalasztasa hidrofob kdlesonhatasi kromatografiaval 2
1épésben HiTrap Octyl Sepharose oszlopon. A, E: viz; B, F: etilén glikol (50%; v/v); C: karbamid
(7 M); D: ammonium-szulfat (1,2 M).

Az alfrakciok fehérjéit 10 és 100 kDa kdzotti molekulatomeg tartomanyban elvalasztva vizsgaltuk

(9. abra).
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53kDa

34kDa

12 kDa

9. abra
S6- és vizoldhato buzafehérjék (Hereward) és HIC technikéaval szeparalt alfrakciéik SDS-PAGE

képe (1: molekulatomeg standard, 2: hidrofil 1. alfrakcio, 3: kdzepesen hidrofil 2. alfrakcio, 4:
kismértékben hidrofob 3. alfrakcid, 5: kozepesen hidrofob 4. alfrakcid, 6: hidrofob 5. alfrakcio, 7:

kiindulasi albumin-globulin frakcid).

Az alfrakciok fehérje-mintazatdban eltérd intenzitasu, de hasonld fehérjesavokat detektaltunk
a 20 kDa alatti molekulatomeg tartomanyban. Jellegzetes eltéréseket az alfrakciok fehérjetérképe a
25-50 kDa tartomanyban mutatott. Az 53 kDa molekulatomegnél észlelt fehérjesavban szintén

intenzitasbeli eltérést tapasztaltunk.
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V. 2. 2. Kétdimenzios elektroforézis és MALDI-MS technika alkalmazasa kiilonb6z6 hidrofob

tulajdonsagu albumin-globulin buzafehérjék azonositasara

A HIC elvélasztds utan kapott 5 alfrakciét kétdimenzids gélelektroforézissel tovabb
vizsgaltuk: elsé dimenzidoban pH: 3-10 tartomanyban izoelektromos fokuszalassal, majd a masodik
dimenzidban a mintdkat 10%-0s SDS-PAGE futtatdssal molekulatomegiik szerint valasztottuk el.
Az elektroforetikus elvalasztast kovetden a fehérje foltokat kivagtuk a gélbdl (ProPick Spot Picker
robottal), majd tripszines emésztés (Investigator ProGest robottal) utan Maldi-MS technikaval

adatbazis alapjan azonositottuk a peptideket.

A kiilonbozd alfrakciok fehérje-térképeit az V. 1. 1. fejezetben ismertetett aldbbi régiok
alapjan hasonlitottuk 6ssze (10. &bra):

1. régio: 30-45 kDa molekulatomeggel és savas (pH < 5,5) izoelektromos ponttal rendelkezd
fehérjéket foglalja magaba,

2. régio: 25-30 kDa molekulatomeggel és pH: 5-6 izoelektromos ponttal jellemezhetd
fehérjéket jeloli

3. régid: az alacsonyabb (<25 kDa) molekulatomegii polipeptidek tartoméanya

4. régio: 30-45 kDa molekulatomeggel és pH: 5-7 izoelektromos ponttal rendelkez6 fehérjéket
foglalja magaba

5. régio: bazikusabb (pH>8) izoelektromos ponttal jellemezhetd polipeptideket jeloli.
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2. alfrakcio

3. alfrakcio 5. alfrakcid

2. régio

2. alfrakcio 3. alfrakcid

5. alfrakcid
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3. régio
1. alfrakcid

3. alfrakcid

1

5. alfrakcid

10. ébra
Albumin-globulin buzafehérjékbdl (Hereward) HIC elvalasztassal kapott alfrakciok 2-DE képe -az

5. dbran megjelolt régiok alapjan- és a MALDI-TOF MS modszerrel azonositott fehérjék jelolése
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Az 1. régidban észlelt szerpint, ill. a rizs glioxaldz I enzimjével homologidt mutaté 10
jelzéssel ellatott fehérjét az 1. és a 2. alfrakcioban extrahaltuk a legnagyobb mennyiségben. A 2.
régioban detektalt fehérjék a leginkabb hidrofob polipeptideket tartalmaz6 5. alfrakcidban jelentek
meg. Az alacsonyabb molekulatomeggel jellemezhetd 3. régid fehérjéit a kiilonb6z6 hidrofob
karaktert mutatd alfrakciok mindegyikében extrahaltuk, eltéré mintazattal és intenzitassal. A 0,28 a-
amildz inhibitor a 2. alfrakciéban a legintenzivebb, az a-amilaz/tripszin inhibitor CM1 prekurzora
szintén hidrofil tulajdonsaggal jellemezhetd, a 4. és az 5. alfrakcidoban mar nem mutathatd ki.

Hidrofil jelleget mutat az 1. alfrakcioban 39 jelzéssel ellatott ubikvitin is.

Eredményeink szerint az albumin-globulin buzafehérjék HIC elvalasztasa utan kapott
alfrakciok fehérje-térképe eltéré6 mintdzatot és intenzitasbeli kiilonbségeket mutat. Az Octyl-
Sepharose-n valo elvalasztas alapjan hidrofob tulajdonsaggal jellemezhetjiik pl: a 0,19 és 0,53 a-
amilaz inhibitort, az ismert allergént, a 27K fehérjét ill. a 4. régidoban extrahalt, irodalmi adatok
szerint 3-foszfat-dehidrogenaz enzimet. A szerpin, a glioxalaz I, a 0,28 a-amilaz inhibitor és az
ubikvitin a HIC elvalasztds alapjan inkabb hidrofil jelleget mutatd polipeptidek. Az altalunk
alkalmazott HIC alapjan azonban nem tudtuk egyértelmiien definidlni szamos fehérje hidrofob
jellegét.

Az ¢élelmiszerfehérjék allergén aktivitdsanak megallapitasa, eldrejelzése érdekében a mar
ismert allergének kozos fiziko-kémiai tulajdonsagainak megismerésére ¢€s azon szerkezeti
sajatsagok értelmezésére, melyeket az IgE antitestek felismernek, mar eddig is sok erdfeszités
tortént. Vizsgalataink alapjan a buzafehérjék allergén jellege és azok hidrofob tulajdonsdga kozott
nem tapasztaltunk egyértelmii és szoros Osszefliggést, tehat az ¢élelmiszerfehérjék allergén jellegét

nem determinalhatjuk kizarélag hidrofob tulajdonsaguk alapjan.

66



V. 3. Kornyezeti valtozas hatasainak nyomon kovetése sziil6i és transzgénikus buiza vonalak

fehérje-osszetételében kétdimenzios elektroforézis és MALDI-MS technika alkalmazasaval

V. 3. 1. Szarazsag-stressz hatasanak vizsgalata sziil6i és transzgénikus buza vonalak albumin-

globulin fehérjéinek mintazatara

A szérazsdg-stressz hatdsara a transzgénikus buza vonalakban: T-117, T-106-3/a és T-128
keletkezd stressz-indukalt fehérjéket vizsgaltuk kétdimenzios elektroforézis és tomegspektrometris
technikédkkal. A sziil6i és a transzgénikus buza vonalak so- és vizoldhato fehérjéit elsé dimenzidban
pH: 3-10 tartomanyban, masodik dimenzioban pedig 7-90 kDa kozott szeparadltuk. Az

izoelektromos fokuszalast 7 ill. 17 cm-es immobilizalt pH gradienst tartalmazo stripen végeztiik.

A stresszelt sziil6i és a transzgénikus buza vonalak fehérje-térképében eltérést mutattunk ki az
alacsonyabb molekulatomeg tartomanyban: a T-106-3/a vonalnal 19-21 kDa és pl 6,5-7,5
tartomanyban (11. dbra), a T-117 esetében 28 kDa, pl 7-nél és 20 kDa, pl 7-nél (12. dbra) és a T-
128 mintanal 16-18 kDa tartomanyban, pl 7,5-nél (13. abra). A kiilonbség-fehérjéket tomeg-

spekrometriaval azonositottuk.
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11. dbra

Sziiléi és transzgénikus (T-106/ 3a) bliza albumin-globulin frakcidjdnak 2DE elvélasztasi képe
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12. abra

Sziil6i és transzgénikus (T-117) buza albumin-globulin frakcidjanak 2DE elvélasztasi képe

13. abra

Sziil6i €s transzgénikus (T-128) buza albumin-globulin frakcidjanak 2DE elvalasztasi képe

A transzgénikus vonalak albumin-globulin frakci¢jabol meghatarozott fehérjék MS adatait az

5. tdblazatban foglaltuk dssze.
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5. tablazat: A transzgénikus vonalak albumin-globulin frakciéjabol MALDI-TOF MS médszerrel

azonositott fehérjék adatai

Szekvencia
Folt | Azonositott Azonositd | Rendszertani | lefedettség | Kalkulalt MS/MS alapjan azonositott
szama | fehérje szam név (%) MW-pl szekvencia
1 a-amilaz/tripszin | S10027 Triticum
inhibitor ~ CM1 | P16850 aestivum 57° 16077 — 7,49
prekurzora
2 27K fehérje BAC76688 | Triticum (KYHREWESCFQK(Q),
aestivum 17° 22773 - 6,06 | (K)VHVAIYYESLCPYSVR(F),
(K)YGYPLLEARCR(S)
3 a-amilaz Triticum (K)EHGAQEGQAGTGAFPR(C),
inhibitor 0.19 AAV39515 | aestivum 83" 13265 - 7,46 | (R)DCCQQLAHISEWCR(C),
(R)LPIVVDASGDGAYVCK(D)
4 Endogén a- Triticum
amilaz/szubtilizin | P16347 aestivum 16° 19633 - 6,77 DFPFVHDTDGNELR(A),
(R)HVITGPVRDPSPGR(E)
inhibitor (WASI)

“szekvencia lefedettség MALDI-TOF technikdval meghatéarozott ,,peptid ujjlenyomat (peptide mass
fingerprint)” alapjan

®szekvencia lefedettség MALDI-ioncsapda késziiléken meghatarozott aminosav szekvencia alapjan

A buza albumin-globulin frakciojadban az o-amildz/tripszin inhibitor csalad szdmos tagja
megtalalhatd, a T-128 mintabol szdrmazo kiilonbségfehérjét (13. abra) 57%-os szekvencia
lefedettséggel az o-amilaz/tripszin inhibitor CMI1 prekurzoraként azonositottuk. Az a-
amildz/tripszin inhibitor fehérjecsalad egy masik izoformjat a 0,19 dimer o-amildz inhibitort (12.
abra) mutattuk ki a T-117 transzgénikus vonalban. Endogén a-amildz/ szubtilizin inhibitort (WASI)
detektaltunk a T-106-3/a mintaban (11. abra). A T-117 transzgénikus vonalban ismeretlen
funkcioval rendelkezd, irodalmi adatok alapjan allergén tulajdonsdgu fehérjét, 27K proteint
azonositottunk kiilonbségfehérjeként (12. abra).

A vizsgalt transzgénikus buza vonalakban szarazsag-stressz hatdsara kiilonbségfehérjéket
detektaltunk, ezek az a-amiléz/tripszin inhibitor CM1 prekurzor, a 0,19 dimer a-amilaz inhibitor, az
endogén a-amilaz/szubtilizin inhibitor és 27K protein.

Stressz hatasara torténd megjelenésiikbdl azt feltételezhetjilk, hogy a vizsgalt transzgénikus
buza vonalak érzékenyebbek a szarazsag-stresszre. Az a-amildz/tripszin inhibitorok a ndvények

védekezd rendszerének fontos részeként a mikrobialis protedzok és amilazok miikodését gatoljak,
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ezek a fehérjék azonban a prolamin szupercsaladba sorolhatok, amely egyike a 3 legismertebb

szamos novényi allergént tartalmazo6 szupercsaladnak.

V. 3. 2. Szarazsag-stressz hatasanak vizsgalata sziil6i és transzgénikus buza vonalak albumin-

globulin fehérjéinek biolégiai aktivitasara

A sziléi és a T-117 transzgénikus blUza vonal viz- és so-oldhaté fehérjéinek
immunreaktivitasat kétdimenzios elektroforetikus elvalasztds (pH: 3-10 és 10-90 kDa kozott) és

blottolas utan gabona-allergia pozitiv human szérummal szemben vizsgaltuk (14. abra).

14. abra

A sziil6i (A) és a T-117 transzgénikus (B) buza vonal albumin-globulin frakcidinak 2 DE képe és az

immunreakcidk (IgE) eredménye (C és D)
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IgE reaktiv fehérjéket a sziil6i (14. dbra, C) és a T-117 transzgénikus (14. abra, D) btiza vonal
albumin-globulin frakci6jaban detektaltunk a 40-45 kDa molekulatomeg tartomanyban, pH: 6-6,5
kozott. Immunreaktiv tulajdonsidgot szintén mindkét vizsgdlt mintaban kimutattunk a 27 kDa
molekulatomegti és pl:7 izoelektromos pontu fehérjék esetében.

A vizsgdlt transzgénikus buza vonalban szarazsadg-stressz hatdsdra szintetizalodott
kiilonbségfehérje, a 0,19 dimer a-amilaz inhibitor (14. abran piros jelzéssel kiemelt), amelynek IgE-

kotd képességét figyeltiik meg a 20 kDa alatti molekulatomeg tartoményban.

V. 3. 3. Szarazsag-stressz hatasanak vizsgalata sziil6i és transzgénikus buza vonalak gliadin-

glutenin fehérjéinek mintazatara

A szarazsag-stressz hatdsat a vizsgalt sziil6i és transzgénikus T-128 bliza vonal tartalék
fehérjéiben is nyomon kovettilk. Szant6foldi tanulmanyok alapjan bizonyos kornyezeti
koriilmények (hémérséklet, tragyazas) ugyanis befolyasolhatjdk a glutén fehérjék mennyiségét,
Osszetételét és polimerizaciojat (Dupont és Altenbach, 2003). A hdmérséklet hatasa a tartalék
fehérjék Osszetételére nem teljesen ismert, de genotipustdl fliggéen igen valtoz6. Magas
homérséklet hatasara megfigyelték a gliadin ardnyanak novekedését a gluteninnel szemben

(Corbellini és mtsai., 1997).

A stresszelt sziildi és a transzgénikus T-128 buza vonal gliadin-glutenin fehérjéit pH: 3-10 ¢és

14-100 kDa kozotti molekulatomeg tartomanyban elvalasztva vizsgaltuk (15. dbra)
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15. abra
Sziil6i és transzgénikus (T-128) buza gliadin-glutenin frakcidjanak 2DE elvalasztasi képe
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A kétdimenzios fehérje-térképen nem detektaltunk eltérést a sziiléi és a transzgénikus buza
vonal (T-128) tartalék fehérjéinek osszetételében.
A sziil6i és a transzgénikus buza tartalék fehérje-Osszetételének Osszehasonlitdo vizsgalata

soran megallapitottuk, hogy a transzgénikus vonal nem reagalt érzékenyebben a szarazsag-stresszre.

V. 4. Marko tritikale fehérje-osszetételének és biologiai aktivitasanak vizsgalata az érés

fiiggvényében

Kisérleteinkben Marko tritikale virdgzas utan 7., 14., 21. és 28. napon learatott gabonaszemek

fehérje-Osszetételét hasonlitottuk 0Ossze egydimenzidés és kétdimenzios gélelektroforézissel.

rrrrrrr

kotd képességét is.

V. 4. 1. Marko tritikale albumin-globulin fehérjék immun-reaktiv jellegének valtozasa az érés

soran
A Marko tritikéle viz- és s6-oldhato fehérjéinek immunreaktivitasat SDS-PAGE elvalasztas és

blottolds utdn anti-gliadin antitest, valamint colidkids és gabona-allergids humdn szérumokkal

szemben tanulmanyoztuk (16. abra).
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16. abra
Marko tritikdle viz- és s6-oldhato fehérjéinek (1: molekulatomeg standard, majd a 7., 14., 21. és 28.

napon aratott gabonaszemek) SDS-PAGE képe (a) és az immunreakciok eredménye

IgG (b), IgE (c) és IgA (d)

Az albumin-globulin fehérjék 1gG-koto képességét detektaltuk 30-70 kDa kozott és 22 kDa-
nal (16. abra, 20. sav), IgE reaktivitdst mutattak a 27-58 kDa és a 7-16 kDa molekulatomeggel
rendelkez6 fehérjék, az IgA-kotd polipeptideket pedig 7, 16 és 43 kDa-nél figyeltiink meg.

A kb. 70 kDa koriili tartomanyban megjelent fehérjék IgG reaktivitasa erds, a vizsgalt
colidkias és gabona-allergids human szérumokkal szemben azonban nem jeleztek immunreaktivitast
(16. abra, 5. sav).

Az ¢érési allapot fiiggvényében novekvd IgE-kotd képességet detektdltunk az 58 kDa
molekulatomeggel rendelkezé fehérjéknél, ugyanakkor IgG-, és IgA-kotd epitopokat nem
tartalmaznak (16. abra, 6. sav).

Az adott vérszérumok alkalmazasaval a 44 kDa koriili tartomanyban detektalt fehérjéknek
(16. ébra, 7. sav) mind az IgE, mind az IgA reaktivitasa novekedést mutatott az érés soran.

Amig az SDS-PAGE elvalasztasi képen az érési allapot fliggvényében csokkend intenzitast
mutatott a 8 jelzésli fehérjesav, az IgG reaktivitasanak novekedését tapasztaltuk a blottolas utan.

Erdekes médon a 32 kDa molekulatomegii fehérje csak az érés elsé fazisaban képezett
komplexet az IgE-vel (16. abra, 14. sav). A 28 kDa-nal detektalt fehérjék az SDS-PAGE kép
alapjan novekvd relativ denzitast mutattak az érés soran, valamint gabona-allergids human

szérummal szemben jelzett immunreaktivitdsanak a novekedését figyeltiik meg.
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Az érés soran a 20 kDa koriili tartomanyban megjelent fehérje mennyisége szignifikansan
csokkent és csekély IgG-kotd képességet mutattunk ki.
A 25 ¢és 27 jelzést fehérjesavok eltérd mértékben, de jeleztek immunreaktivitast a vizsgalt

coliakias és gabona-allergias human szérumokkal szemben is.

V. 4. 2. Marko tritikale albumin-globulin frakcidinak dsszehasonlitoé vizsgalata az érési allapot

fiiggvényében

Virdgzas utan a 7. és a 28. napon learatott tritikdle mintdk fehérje-Osszetételének valtozasat
kovettiikk nyomon, az albumin-globulin frakciok fehérjéit els¢ dimenzidban pH: 3-10 tartomanyban
fokuszaltuk, majd a maésodik dimenzioban a mintdkat 15%-0s SDS-PAGE futtatassal
molekulatdmegiik szerint valasztottuk el (17. és 18. abra).

Eredményeink szerint a tritikdle érésének korai szakaszdban mindségét €s mennyiségét
tekintve egyarant tobb fehérje expresszalodott, mint az érett allapotd magvakban. Eretlen (17 DPA)
¢s érett (45 DPA) buzamintdk endoszperm fehérjéinek Osszehasonlitd vizsgalatakor szintén
megfigyelték a fehérje-mintazat heterogenitasanak csokkenését az érés folyaman (Skylas, 2000).

Az éretlen (7 DPA) és az érett (28 DPA) tritikdle mintdk kétdimenzios fehérje-térképének
Osszhasonlitdsa alapjan harminchat olyan fehérjefoltot detektdltunk az érés korai szakaszabol
szarmaz6 szemekben, amely nem jelent meg az érett allapoti magvakban. A kiilonbségként
detektalt fehérjéket kivagtuk a gélbdl, tripszines emésztés utan MALDI-TOF MS technikéaval btza

¢s arpa szekvencidk alapjan hataroztunk meg (6. tablazat).
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17. dbra
Eretlen (7 DPA) Marko tritikale so- és vizoldhato fehérjéinek kétdimenzids fehérje-térképe és a

MALDI-TOF MS mddszerrel azonositott fehérjék jelolése
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18. abra
Erett (28 DPA) Marko tritikale s6- és vizoldhaté fehérjéinek kétdimenzios fehérje-térképe
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6. tablazat: Az éretlen (7 DPA) Marko tritikdle albumin-globulin frakciojab6l MALDI-TOF MS

modszerrel azonositott fehérjék adatai

Azonositd
szam
(Swissprot/
Genebank)

Folt szama Azonositott fehérje Rendszertani név Kalkulalt pI | Kalkulalt MW-
1 HSP70 Triticum aestivum AAB99745 5,14 71385
2
3
4
6 szerpin Triticum aestivum CAA72273 5,44 43120
15
17
18

24

7 gliceraldehid 3-foszfat Hordeum vulgare CAA42901 6,67 36605

8 dehidrogenaz

9

10

11 gliceraldehid 3-foszfat Hordeum vulgare P08477 6,2 33443

dehidrogenaz

14 gliikoz/ribitol dehidrogenaz | Hordeum vulgare T06212 6,54 31912

20 homolog — arpa

21

22

16 27K fehérje Triticum aestivum BAC76688 6,06 23271

19 peroxiredoxin Hordeum vulgare CAA65387 6,31 24176

23 putative In2.1 protein Triticum aestivum CAA76758 5,38 27249

25 szerpin Triticum aestivum CAB52710 5,46 43341

26

27 HSP26 Triticum aestivum AAC96316 7,88 26653

28 HSP26 Triticum aestivum AAC96314 9,36 26539

29 tridzfoszfat izomeraz Triticum aestivum CAC14917 5,38 27014

30 szerpin Triticum aestivum CAA90071 5,6 43262

34 unnamed protein product Triticum aestivum CAA31785 5,83 16868

35 HSP 16.9B Triticum aestivum CAA45902 6,19 16857
Chaperonok

Az ¢éretlen (7 DPA) Marko tritikdle albumin-globulin
molekulatomegli hésokk fehérjét hataroztunk meg. Az 1, 2, 3 és 4 fehérjefoltok MS/MS analizis

frakcigjdban 3  kiilonb6zo
alapjan homologiat mutattak buza HSP70-nel. A hdsokk fehérjék jelentésége messze tulmutat a

magas homérséklet elleni védelemben betoltott szereplikon. A HSP70 szupercsalad egyes tagjai

konstitutivan termelddhetnek, ugyanakkor ismeretes, hogy egyes nehézfémek, oxigénhidny is
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kivaltjak a HSP-k szintézisét (Miernyk, 1999). Alacsony molekulatomegti: HSP26 és HSP16,9B
polipeptideket azonositottunk a 27, 28 ¢és 35 fehérjefoltokban.

Védofehérjék

Vizsgalataink soran a szerin protedz inhibitort kiillonbdz6 molekulatomeggel és izoelektromos
ponttal jellemezhetd 6, 15, 17, 18 ¢és 24 jelzésti fehérjefoltokban is detektaltuk az éretlen
tritikaléban. Irodalmi adatok szerint a buzaban a szerpin tobb izoformja is megtalalhat6 (Ostergaard,
2000). Az inhibitor aktiv centruma a tartalék fehérjékre jellemzd, glutaminban és prolinban gazdag

szekvenciaval rendelkezik, gatolja a tartalék fehérjék ido elotti proteolizisét (Hejgaard, 2001).

Metabolikus fehérjék
A szénhidrat metabolizmusban részt vevd enzimek koziil gliceraldehid-3-foszfat
dehidrogenazt (7, 8, 9, 10, 11), glikoz/ribitol dehidrogenazt (14, 20, 21, 22) és triozfosztat

izomerazt (29) azonositottunk az érés korai szakaszaban.

Antioxidans fehérjék
A szamos ndvényben expresszalédd peroxiredoxin (19) jelentds szerepet tolt be a
fotoszintetikus apparatus védelmében, pl.: a reaktiv oxigénnel vagy a lipid peroxidacioval szemben

(Roubhier és Jacquot, 2005).

Egyéb fehérjék
Eredményeink szerint mar az érés kezdeti szakaszaban kimutathat6 az ismeretlen funkcidval

rendelkezd, allergén jelleget mutatd 27K fehérje.

Marko tritikéale so- és vizoldhat6 fehérjéinek valtozasat tanulmanyoztuk az érés soran. Az érés
kezdeti szakaszaban nagyobb mennyiségben expresszalddtak a szénhidrat metabolizmusban részt
vevo enzimek, az antioxidans fehérjék, a védo- és a stresszfehérjék. Az elkészitett fehérje-térképek
hozzajarulhatnak azon jovdbeli kutatdsokhoz, amelyek a fajta és a kornyezet hatasat vizsgaljak a
gabona fejlédésére és mindségére.

A gabonaszem érése soran lejatszodd biokémiai folyamatok jobb megértését nagymértékben

eldsegiti a proteomika alkalmazésa az érésdinamikai vizsgalatokban.

71



V. 5. Szirazsag-stressz hatasanak vizsgalata Kkiilonb6z6 tavaszi arpa vonalak fehérje-

mintazatara

A mindségi sor jellemzdje a jO habképzOddés ¢és habtartosaga, melyet a habképzo
tulajdonsaggal rendelkezd fehérjék nagymértékben meghataroznak. Vizsgalatainkban négy tavaszi
arpafajta —Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina- fehérje-0sszetételének 0sszehasonlitd vizsgalatat
végeztik el a stressz filiggvényében. Az optimalis korilmények kozott termesztett
(Sopronhorpacsrdl szarmazo) arpamintak magfehérjéit hasonlitottuk Gssze a szarazsag stressznek
(Téplanszentkeresztrél szarmazo) kitett mintacsoporttal.

A fehérjéket elsé dimenzidban pH: 3-11 tartomanyban fokuszaltuk nemlineéris pH gradienst
tartalmazo6 stripen, majd a méasodik dimenzidban 15%-0s SDS-PAGE futtatassal molekulatomegiik

szerint szeparaltuk (19.-22. ébra).
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19. abra

Optimalis koriilmények kozott termesztett €s szarazsag stressznek kitett

Jubilant tavaszi arpa mintak 2-DE képei

78



20. abra
Optimalis koriilmények kozott termesztett €s szdrazsag stressznek kitett

Mandolina tavaszi arpa mintak 2-DE képei

pl3 — > 11 pl: 3 > 11

21. abra
Optimalis koriilmények kozott termesztett €s szarazsag stressznek kitett

Pasadena tavaszi arpa mintak 2-DE képei
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pL3 » 11 pl:3 » 11
22. dbra

Optimalis koriilmények kozott termesztett €s szdrazsag stressznek kitett

Scarlett tavaszi arpa mintak 2-DE képei

A széarazsag-stressz hatasat az elektroforetogramok alapjan elemezve azt tapasztaltuk, hogy
annak hatasara a stresszelt négy tavaszi arpafajta —Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina — fehérje-

Osszetétele nem valtozott meg a kontrol mintdkhoz képest.

A Corvinus Egyetem Sor- és Szeszipari Tanszékén végzett vizsgalatok megallapitottak, hogy
a stresszelt és az optimalis koriilmények kozott termesztett arpakbol készitett sorok habtartdssaga
nem mutat szignifikéns eltérést.

Eredményeink azt jelezték, hogy a vizsgalt évjaratban a talaj-el6készitéssel kapcsolatos
kornyezeti hatdsok nem okoztak olyan mértékli stresszt az arpandvények szamara, hogy

befolyasolja annak fehérje-Osszetételét, illetve a soripari tulajdonsagokat.
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V. 6. Kétdimenzios elektroforézis és LC-MS/MS technika alkalmazasa hdstressz hatasara

képzodott bakterialis fehérjék kimutatasara és szekvenalasara

A proteomikai vizsgalatokban az elvélasztott fehérjék azonositasara leggyakrabban a nagy
érzékenységl elektrospray (ESI) €s a matrixhoz kotott 1ézer ionizacios — ,,repiilési id6” (MALDI-
TOF) tomegspektrométereket alkalmazzak. A tomegspektrometrids analizissel nyert fragmenseket
Osszevetik az adatbazisban taldlhatd fehérjébdl szarmazd peptidtomegekkel, hogy azonositsak a
fehérjét. A modszer azonban nem teszi lehetévé a homologia alapjan torténd azonositast, nem
alkalmazhaté olyan organizmus tanulmanyozasara, amelynek genomja még nem teljesen ismert.
Kétdimenzios elektroforézissel elvalasztott fehérjék tripszines fragmensei ilyen esetben LC-MS/MS
technikaval szekvenalhatdak és homoldgia alapjan azonosithatoak.

Kontroll, illetve hokezelt (37 °C, 1 ora) Shewanella hanedei baktérium fehérjekészletének
Osszehasonlitd vizsgalatat végeztik el elvalasztas-technikai modszerek kombinalasaval. A
hidegtlird, egészen alacsony homérsékleten is szaporodni képes baktérium, hdstresszre adott
valaszat kovettiik nyomon.

A fehérje extraktumokat kétdimenzios elektroforézissel (2-DE) valasztottuk el. Elso
dimenzidban izoelektromos fokuszalast (IEF) végeztink pH: 3-10 tartomanyban. A masodik
dimenziéban a mintdkat 10%-os SDS-PAGE futtatassal molekulatomegiik szerint szeparaltuk.
Coomassie-festést kovetden a kontroll (23. abra) illetve a hokezelt (24. abra) baktérium mintak

géljeinek kiértekelését PDQUEST szoftverrel végeztiik.

81



23. abra
Kontroll Shewanella hanedei baktérium fehérjéinek 2-DE képe

pH: 3 > 10

24. abra
Hokezelt (37 °C, 1 6ra) Shewanella hanedei baktérium fehérjéinek 2-DE képe
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A kontroll és a hokezelt Shewanella hanedei baktérium fehérjemintazataban 2 eltérést

mutattunk ki, az 1 és 2 jelzéssel ellatott fehérjefoltot a 25. abra nagyitva mutatja.

25. abra
Kontroll ill. hékezelt (37 °C, 1 6ra) Shewanella hanedei baktérium fehérjemintazataban
detektalt eltérések

A kiilonbségként detektalt fehérjéket extrahaltuk, majd tripszinnel hidrolizaltuk. A peptidek
aminosav szekvencidjat LC-MS/MS technikaval hataroztuk meg, az MS/MS spektrumokat (26. és

27. abra) manualisan értékeltiik ki.
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26. abra
A hékezelt Shewanella hanedei baktériumban kiilonbségként detektalt 1 jelzéshi fehérje
LC-MS/MS spektruma
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27. abra
A hokezelt Shewanella hanedei baktériumban kiilonbségként detektalt 2 jelzésii fehérje
LC-MS/MS spektruma

A hoékezelt Shewanella hanedei baktériumban kiilonbségként detektalt 1 jelzésti fehérjének
LC-MS/MS spektrumabol egy Tyr-Leu-Tyr-Gln-Gly-Leu-Ala-Glu-Arg szekvencidval rendelkezé
peptidet hataroztunk meg, amelyet az NCBI (National Centre of Biotechnology Information)
adatbazis Blast algoritmusaval hdsokk-fehérjeként azonositottunk. A 2 jelzésii fehérje
szekvenalasanak eredménye egy Ala-Asn-Leu-Gly-Asn-Leu-Gly-Asp-Gln-Val-Ala-Val-Lys peptid,

ami az adatbazis alapjan egy 50S riboszoma fehérjének felelt meg (7. tablazat).

7. tablazat: A hokezelt Shewanella hanedei baktériumban kiilonbségként detektalt fehérjék LC-

MS/MS vizsgalattal meghatarozott aminosav-szekvencidja és az NCBI adatbazis alapjan azonositott

fehérjek
Fehérjefolt jele Azonositott szekvencia Azonositott fehérje
1 YLYQGLAER Hoésokk-fehérje
2 ANLGNLGDQVAVK 50S Riboszéma fehérje
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A kontroll, illetve a hdkezelt Shewanella hanedei baktérium fehérjekészletének
Osszehasonlitd vizsgéalata alapjan kétdimenzios elektroforézis és LC-MS/MS  technika
alkalmazasaval azonositottunk egy hdsokk-fehérjét illetve egy 50S riboszoma fehérjét. Az
alkalmazott elektroforetikus ¢és kromatografias technikdkkal lehetdség van tehat olyan
organizmusbol szarmazd fehérjék azonositasara is, amelyr6l kevés informaci6 all a

rendelkezésiinkre.

Eredményeink szerint az adott hdkezelés hatasdra a baktérium egy hdsokk-fehérjét
szintetizalt, valamint egy a fehérjeszintézisben szerepet jatszo riboszomalis fehérje mennyiségének
novekedését tapasztaltuk. A hidegtiird baktériumok sajatossaga, hogy specidlis fehérjék
szintézisével képesek megvédeni az 6rokitd anyagukat. Hokezelés hatasara a vizsgalt pszichrofil
baktérium fehérje-készletében végbement valtozast azt mutatja, hogy az alacsony szaporodasi

hémérséklettel (16 °C) rendelkez6 baktérium a magas hdmérséklettel szemben is tolerans.
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VI. OSSZEFOGLALAS

Munkank soran a napjainkban leginkdbb az orvostudomanyi és a gyogyszerészeti
kutatasokban elterjedt proteomikai vizsgalatokat alkalmaztuk az élelmiszertudomany tertiletén.

Hereward 6szi buzabol Osborne szerinti frakcionalassal eléallitott fehérjefrakciok proteomikai
tanulmanyozasat végeztiik el, majd az azonositott, ismert buzaallergéneket tartalmazo viz- és so-
oldhaté frakcid fehérjéit hidrofob kolcsonhatasi kromatografidval szeparaltuk. Proteomikai
vizsgélataink szerint az allergén jelleggel rendelkezd polipeptidek koziil a 0,19, a 0,53 a-amilaz
inhibitor és a 27K fehérje hidroféb, mig a szerin protedz inhibitor, a glioxalaz I, a 0,28 a-amilaz
inhibitor és az ubikvitin hidrofil tulajdonsaggal jellemezheto.

Nyomon kovettiik a kdrnyezeti valtozds (szdrazsag-stressz) hatdsat sziiléi és transzgénikus
buza vonalak fehérje-Osszetételében. A stresszelt sziildi és transzgénikus buza vonalak fehérje-
térképében eltérést mutattunk ki az alacsonyabb molekulatomeg (<28 kDa) tartomanyban. A
proteomika segitségével a kiilonbségfehérjék kozott azonositottunk egy a-amilaz/tripszin inhibitor
CM1 prekurzort, egy 0,19 dimer a-amilaz inhibitort, egy endogén a-amildz/szubtilizin inhibitort és
egy 27K proteint. Stressz hatisara torténd megjelenésiikbdl azt feltételezziik, hogy a vizsgalt
transzgénikus buza vonalak érzékenyebbek a szarazsag-stresszre. Immunreakcidoval kimutattuk,
hogy a kiilonbségfehérjeként szintetizalédott 0,19 dimer a-amildz inhibitor IgE-kotd epitopot
tartalmaz.

Kiilonb6zd tavaszi arpa vonalak fehérje-Osszetételének vizsgdlatit €és Osszehasonlitasat
végeztiik el arra vonatkozodan, hogy hogyan valtoznak szérazsag-stressz hatdsara. A kétdimenzids
fehérje-térképek elemzése alapjan azt tapasztaltuk, hogy a kornyezeti stressz hatdsara a stresszelt
négy tavaszi arpafajta —Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina — fehérje-6sszetétele nem valtozott
meg a kontroll mintdkhoz képest. Eredményeink azt mutattdk, hogy a vizsgalt évjaratban a talaj-
elokészitéssel kapcsolatos kornyezeti hatdsok nem okoztak olyan mértékii stresszt az arpandvények
szamara, hogy befolyésolja annak fehérje-0sszetételét, illetve a soripari tulajdonsagokat.

Tanulményoztuk egy tritikdle vonal (Marko) fehérje-0sszetételének €s bioldgiai aktivitasanak
valtozasat az érési allapot fliggvényében. A virdgzas utani 7., 14., 21. és 28. napon learatott
gabonaszemek viz- ¢és soO-oldhatdo frakcidit vizsgaltuk egydimenzios ¢és kétdimenzios
gélelektroforézissel. Az eltérd érési allapotnak megfeleld fehérjék IgA-, IgE- és IgG-kotd
képességének valtozasat meghataroztuk. Proteomikai vizsgéalataink alapjan megallapitottuk, hogy az
érés kezdeti szakaszdban (7 DPA) nagyobb mennyiségben expresszalédtak a szénhidrat
metabolizmusban részt vevé enzimek (gliikoz/ribitol dehidrogenaz, triozfoszfat izomeradz), az
antioxidans fehérjék (peroxiredoxin), a védd- (szerin protedz inhibitor) és a stresszfehérjek (HSP70,

HSP26 ¢s HSP16,9B).
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Az ¢élelmiszerbiztonsag szempontjabol jelentds gabonafehérjék proteomikai jellemzésére
sikeresen alkalmaztuk a kétdimenzios gélelektroforézis és a MALDI-TOF MS technikakat.
Eredményeink azt jelzik, hogy a kornyezeti valtozasok gabonamagvak fehérje-Gsszetevdire
gyakorolt hatdsanak vizsgalata jelentOs a fajtakivalasztas és az élelmiszerbiztonsag szempontjabol.
Az érésdinamikai vizsgdlatok soran elkészitett fehérje-térképek hozzajarulhatnak azon jovobeli
kutatasokhoz, amelyek a fajta és a kdrnyezet hatasat vizsgaljak a gabona fejlédésére és mindségére.

Proteomikai vizsgalatokat végeztiink egy olyan baktériumon is, melynek genomja ¢&s
proteomja még fel nem térképezett, a fehérje azonositdst ebben az esetben homologia alapjan
végeztik el, elvalasztis-technikai modszerek kombinaldsaval. A hdéstressz hatasat vizsgaltuk
Shewanella hanedei baktérium fehérjekészletére, 2-DE elvalasztas utan LC-MS/MS technikaval
hataroztuk meg a hdékezelt baktériumban stressz hatasara kiilonbségként detektalt fehérjéket. Az
LC-MS/MS vizsgélattal meghatdrozott aminosav-szekvencidk alapjan azonositottunk egy hdésokk-
fehérjét, illetve egy 50S riboszoma fehérjét.

Az ujszerti megkozelitést jelentd proteomikai vizsgalatok tehat lehetdséget adnak arra, hogy
az ¢lelmiszertudomany szempontjabdl jobban megérthessiik az élelmiszerek mindségét befolyasold

tényezoket.
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SUMMARY

The aim of our work was to apply proteomics widely used in medical and pharmaceutical
research in the field of food science.

Osborne fractions of Hereward winter wheat were characterised by proteomic approaches.
The albumin-globulin fractions containing the identified, known wheat allergenic proteins were
then separated by hydrophobic interaction chromatography. The results obtained in proteomic
analysis showed that the allergenic 0.19 and 0.53 alpha-amylase inhibitor, 27K protein has
hydrophobic character while serpin, glyoxalase I, 0.28 alpha-amylase inhibitor, ubiquitin can be
characterised as a proteins with hydrophilic properties.

The effect of drought stress on the protein composition of non-transgenic (parent) and its
transgenic (wide-rage herbicide resistant) spring wheat lines was investigated. The drought affected
protein expression, mostly for the low molecular weight (<28 kDa) and putative stress-proteins
were observed in transgenic lines. By means of proteomics, the differentially expressed proteins
were identified. Some inhibitor proteins such as alpha-amylase/ trypsin inhibitor CM1 precursor,
0.19 alpha-amylase inhibitor, endogenous alpha-amylase/subtilisin inhibitor (WASI) and a 27K
protein were dominant in the stressed transgenic lines, indicating that the examined transgenic lines
were sensitive to drought stress. Using immunoblot techniques 0.19 alpha-amylase inhibitor was
found to have IgE binding epitopes.

Proteomic approaches were used to determine the effects of drought stress on protein sets of
different barley cultivars (Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina). The results obtained with two-
dimensional mapping evaluation, the results did not shown differences in the protein composition of
treated samples as compared with the control. The results showed that the environmental factors, in
the season of the studies, did not induce so considerable stress on the barley plants to change the
protein composition and brewing properties of the crop.

The changes in the protein composition and biological activity of Marko triticale as a function
of maturation were studied. Water- and salt-soluble proteins were compared at 4 different stages of
grain development (7, 14, 21, 28 day by post anthesis) using one and two-dimensional
polyacrylamide gel electrophoresis. The change in the IgA-, IgE- and IgG-binding capacity was
studied in accordance with the maturity stages. At early stage of grain development enzymes of
carbohydrate metabolism (glucose/ribitol dehydrogenase, triosephosphate isomerase), antioxidant
proteins (peroxiredoxin), defense proteins (serpin) and stress-proteins (HSP70, HSP26 ¢és
HSP16,9B) were predominant.
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A combined two-dimensional gel electrophoresis — mass spectrometry approach was utilized
to characterise cereal proteins, which are important from the human nutrition and food safety points
of view. The results also indicated that it is important from the variety selection and food safety
points of view to trace the changes in protein composition as a function of environmental factors.
The proteome maps of developing and mature cereal will sustain the future studies addressing the
effects of genetic and environmental factors on the development and quality of cereal grain.

Using homology based search a proteomic approach was used to identify proteins from
organisms, of which little or no genomic information is available. Nanoflow LC-MS/MS after
electrophoretic separation was used to study the effect of heat stress on the protein set of
Shewanella hanedai. On the basis of amino acid sequences obtained by LC-MS/MS a heat shock
and a 50S ribosomal protein were identified as the major heat induced proteins in Shewanella
hanedai.

The recent proteomic investigations open new possibilities to get the best comprehensive

knowledge and understanding on the factors affecting food quality.

&9



VIIL. TEZISEK

1.

crer

amilaz, fruktdz-bifoszfataz), antioxiddns- (peroxiddz, glioxaléz I), védo- (a-amilaz inhibitorok,
tripszin/a-amildz inhibitorok) és egyéb fehérjék (ubikvitin, 27K protein) csoportjdba sorolhato

polipeptideket.

Meghataroztam a buza albumin-globulin frakcidéjaban levé ismert allergén fehérjék hidrofob-
hidrofil tulajdonséagait. Megallapitottam, hogy a 0,19, a 0,53 a-amildz inhibitor és a 27K fehérje
hidrofob, mig a szerin protedz inhibitor, a glioxaldz I, a 0,28 a-amildz inhibitor és az ubikvitin
hidrofil tulajdonsdggal jellemezhetd, tehat az allergén jelleg nem kothetd a hidrofob
tulajdonsaghoz.

. A szérazsag-stressznek kitett sziildi €s transzgénikus buza vonalak fehérje-térképében eltérést

mutattam ki az alacsonyabb molekulatomegu fehérjék (<28 kDa) tartomanyaban. A
kiilonbségfehérjék kozott azonositottam egy a-amildz/tripszin inhibitor CM1 prekurzort, egy

0,19 dimer a-amilaz inhibitort, egy endogén a-amilaz/szubtilizin inhibitort és egy 27K proteint.

Immunreakcioval kimutattam, hogy a szarazsag-stressznek kitett transzgénikus buza vonalban
kiilonbségfehérjeként szintetizalodott 0,19 dimer a-amilaz inhibitor IgE-kotd epitdpot tartalmaz,

tehat bizonyitottam az allergén jellegét.

2-DE elvalasztas utan végzett MS vizsgalattal megallapitottam, hogy a Marko tritikale viz- és
so0-oldhato frakcidjdban az érés kezdeti szakaszaban (virdgzas utdni 7. napon) egyes, a
szénhidrat metabolizmusban részt vevd enzimek (gliikoz/ribitol dehidrogenaz, tridzfoszfat
izomerdz), bizonyos antioxidans fehérjék (peroxiredoxin), valamint védd- (szerin protedz
inhibitor) ¢és stresszfehérjék (HSP70, HSP26 ¢és HSP16,9B) expresszalodtak nagyobb

mennyiségben.

Megallapitottam, hogy a kornyezeti stressznek kitett Scarlett, Jubilant, Pasadena, Mandolina

tavaszi arpa vonalak fehérje-0sszetétele nem valtozott meg a kontroll mintakhoz képest.

. 2-DE elvéalasztas utin LC-MS/MS technikaval azonositottam a kontrol és a hdkezelt Shewanella

hanedei baktériumban kiilonbségként detektalt fehérjéket. Az eddig fel nem térképezett
genetikai allomanyt baktériumban az aminosav-szekvenciak alapjan azonositottam egy hdsokk-

fehérjét, illetve egy 50S riboszoma fehérjét.
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M. 2. Tovabbi mellékletek

--------

MALDI-TOF MS mddszerrel azonositott fehérjék
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