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1. BEVEZETÉS 

 

A 21. században a gabonanövények két milliárd tonna éves terméshozamukkal a 

legfontosabb terményeink közé tartoznak, melyek közül az árpa a negyedik legnagyobb 

mennyiségben termesztett növény világszerte. Az árpa 10000 évvel ezelõtt terjedt el a 

Közel-Keleten, és azóta is állatok takarmányozására, sör, illetve kisebb mennyiségben 

ételek készítésére használják.   

Az árpa is - mint bármely más termesztett növény - élete során folyamatosan ki van 

téve olyan biotikus és abiotikus hatásoknak, amelyek jelentõsen befolyásolják fejlõdését, 

növekedését, és meghatározzák produktivitását. Abban az esetben, ha a környezeti 

feltételek az adott faj igényeinek megfelelõ optimumértékeken kívül esnek (túl alacsony, 

illetve túl magas hõmérséklet, kiegyenlítetlen ásványi anyag ellátás, nem megfelelõ 

fényviszonyok, vízhiány stb.), a növény élettani stresszhelyzetbe kerül. Hazánkban a 

különbözõ környezeti, abiotikus hatások (fõként szárazság) következtében a 

gabonafajtáink a bennük rejlõ termõképességnek átlagosan csak a felét tudják produkálni, 

ami jelentõs gazdasági veszteséget jelent. Természetesen ezért olyan abiotikus és biotikus 

stresszhatásokkal szemben ellenálló fajták nemesítése a cél, amelyekkel a gazdasági 

károk is csökkenthetõk.  

A fenti elõzményekbõl kiindulva doktori munkám során célul tûztem ki, hogy 

proteomikai módszerekkel (2-DE, MS) megvizsgáljam a hazai körülmények között 

termesztett és a környezeti stresszhatásokra érzékeny �Jubilant�, illetve ezen hatásokra 

kevésbé fogékony �Mandolina� sörárpák fehérjéinek expressziós változását, amelyet a 

magas hõmérséklet, a kadmiumszennyezettség és az eltérõ termesztési körülmények 

okoznak. A stresszhatások fehérjék szintjén történõ vizsgálata azért is kiemelt fontosságú, 

mert a transzkriptomban kimutatott stresszválaszok körülbelül 20%-ához tartozó 

expressziós szekvenciarészletek (EST) funkciója még ismeretlen, így a proteomban 

megvalósuló jeltovábbítás, szabályozás, enzimatikus aktivitás és szerkezeti funkciók 

megismerése közvetlenül a proteom szintjén válik lehetõvé. 

A különbözõ stresszhatásokkal szembeni védekezésben a stressz hatására indukált 

molekulák közül a stresszfehérjéknek nagyon nagy szerepük van, hiszen hozzájárulnak az 

egyes stresszhatásokkal szembeni ellenálló képesség fokozásához. Így a 



 

 4 

stresszválaszokban részt vevõ fehérjék azonosítása elengedhetetlen a táplálékláncunkba 

való bekerülésük kockázata miatt. Ezt látszik alátámasztani az a tény, hogy az elmúlt 

években proteomikai módszerekkel nagy számban izoláltak és karakterizáltak 

élelmiszereinkbõl növényi eredetû allergéneket, melyek között a növényi védekezésben 

részt vevõ fehérjék is jelen voltak. 

A védekezésében részt vevõ fehérjék felkutatása mellett részletesebb képet kívántam 

felvázolni arról is, hogy a különbözõ abiotikus stresszhatások miként befolyásolják 

élelmiszeripari nyersanyagaink fehérje-összetételét.  
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2. CÉLKITÛZÉSEK 

 
Doktori munkám során proteomikai módszerek alkalmazásával célul tûztem ki: 

 

1. Három különbözõ árpafajta (�Jubilant�, �Bivoy�, �Mandolina�) levélcsírájából 

származó karbamid oldódó kétdimenziós fehérjemintázatok összehasonlítását és 

vizsgálatát, illetve annak kutatását, hogy a környezeti stresszhatásokra érzékeny 

(�Jubilant�) és ugyanezen stresszhatásokra rezisztens (�Mandolina�) árpafajták 

levélcsírájának kétdimenziós fehérjemintázata hogyan változik rövid ideig tartó 

nagy hõhatás következtében. 

 

2. A �Jubilant� tavaszi árpafajta karbamid-oldható fehérje-összetétel � eltérõ 

termesztési körülmény hatására bekövetkezõ - változásának nyomon követését. 

 

3. Annak proteomikai vizsgálatát, hogy a különbözõ koncentrációjú (200 ìM és 1 

mM CdCl2) kadmiumkezelések miként hatnak a �Jubilant� árpafajta 

levélcsírájából kivont karbamid-oldódó fehérjékre.. 

 

4. Két különbözõ évjárat hatásának ellenõrzését három különbözõ árpafajta 

(�Jubilant�, �Bivoy�, �Mandolina�) szemtermésébõl származó víz-só oldható 

fehérjék kétdimenziós mintázatára.   
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3. ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

A vizsgált minták: 

Felhasznált tavaszi kétsoros Hordeum vulgare sörárpafajták a Szegedi 

Gabonatermesztési Közhasznú Társaság Intézet táplánszentkereszti Növénynemesítõ 

Kutató Állomásáról származtak. 

 

�Jubilant�: Az 1990-es évek második felében a legnagyobb területen termesztett szlovák 

sörárpa. Magyarországon 1993-ban kapott állami elismerést. Termõképessége jó, bár a 

környezeti anomáliákra érzékenyen reagál. Söripari minõsége kiváló. Magyarországon a 

legnagyobb vetésterületû  sörárpafajta.  

 

�Bivoy�: A legtermõképesebb, kiváló alkalmazkodóképességû német sörárpafajta. 

Szárazságtûrõ. Magyarországon 2002-ben kapott állami elismerést.  

 

�Mandolina�: Kiváló termõképességû, szárazságtûrõ, alacsony fehérjetartalmú holland 

sörárpafajta. Magyarországon 1998-ban kapott állami elismerést. Az országos szortiment 

legalkalmazkodóképesebb tavaszi árpája.  

 

Az árpafehérjék kioldása: 

 

A fehérjemintákat az árpanövény két különbözõ részébõl: a levélcsírából és a 

szemtermésbõl nyertem ki. 

A kadmiummal és hõstresszel kezelt levélcsírákból a fehérjéket elõször egy triklór-

ecetsavas (TCA) oldattal csaptam ki, az izoelektromos fókuszálást zavaró komponenseket 

(pl. polifenolok, sók, növényi pigmentek) pedig acetonnal távolítottam el. A TCA-val 

kicsapott fehérjék feloldására karbamid-alapú lízis puffert használtam. A különbözõ 

termesztési körülmények az árpa szemtermés proteomjára gyakorolt hatását is a 

karbamid-oldódó fehérjék szintjén vizsgáltam.  

Az évjáratok hatásának ellenõrzésekor a három árpafajta szemtermésének a 2,5 mm-

nél nagyobb - malátagyártásra felhasznált - szemeibõl 0,1M NaCl oldattal vontam ki a 
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víz-só oldható fehérjéket. Ilyen módon a metabolikusan aktív albumin és globulin 

fehérjéket vizsgáltam tovább.  

 

Fehérjék elválasztása 

 

Egydimenziós gélelektroforézis: 

A kapott fehérjék molekulatömeg szerinti elválasztása nátrium-dodecil-szulfát (SDS) 

poliakrilamid gélen Mini Protean II (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA) rendszer 

felhasználásával történt. A géleket Coomassie Brillant Blue G-250 festékkel festettem. 

 

Kétdimenziós gélelektroforézis: 

Az egyes fehérjeminták izoelektromos pont szerinti szeparálását Multiphor II 

(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), vagy PROTEAN IEF cell (Bio-Rad) 

készülékekben végeztem. A molekulatömeg szerinti elválasztás SDS-tartalmú gélekben 

Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad), vagy PROTEAN II XL multi-cell (Bio-Rad) 

készülékekben zajlott. A géleket Coomassie Brillant Blue G-250 festékkel festettem. 

 

Gélek kiértékelése:  

A géleket 12-bit GS-710 kalibrált denzitométer (Bio-Rad) segítségével fényképeztem 

és PDQuest 7.1 softverrel (Bio-Rad) értékeltem ki. Az összepárosított fehérjefoltok 

optikai denzitásának relatív mennyiségét kétmintás t-próba segítségével értékeltem ki és 

azon fehérjefoltokat vizsgáltam tovább tömegspektrometriával, melyek p<0,05 

valószínûségi szinten tértek el mennyiségileg egymástól. 

 

Fehérjeazonosítás tömegspekrometria segítségével  

 
A fehérjék azonosítása a Ghenti Egyetem Fehérje Biokémiai és Fehérje Mérnökségi 

Laboratóriumában és a Szegedi Tudományegyetem Általános Orvostudományi Karának 

Orvosi Vegytani Intézetében zajlott az alábbi készülékek felhasználásával: Bruker Reflex 

III MALDI-TOF MS (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany), MALDI TOF/TOF MS 
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(Applied Biosystems, Framingham, CA, USA) és ESI-Q-TRAP MS (Applied 

Biosystems). 

Az árpa genomszekvenciája még nem feltárt, de az eddig árpával kapcsolatban 

rendelkezésre álló expressziós szekvenciarészletek (EST) nagyban segítették egyes 

fehérjék azonosítását, hiszen a megszekvenált peptidfragmensek lefordításával kapott 

EST-szekvenciával EST-adatbázisban bõvíthettem a lekeresést, melyet a BLAST-

keresõprogrammal is kiegészítettem. Néhány esetben peptidtömeg ujjlenyomat (PMF) 

alapján is sikerült fehérjéket azonosítanom. 
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4. ÖSSZEFOGLALÁS 

 
Doktori munkám során proteomikai módszerekkel (2-DE, MS) megvizsgáltam a 

sörárpák fehérjéinek a különbözõ abiotikus stresszhatások miatt bekövetkezõ expressziós 

változását, mint amilyen a magas hõmérséklet, a különbözõ termesztési körülmények, a 

kadmiumszennyezettség és a szárazság. A védekezésében részt vevõ fehérjék 

megismerése mellett sikeresen mutattam be, hogy ezek a stresszhatások miként 

befolyásolják élelmiszeripari nyersanyagaink fehérje-összetételét. Proteomikai 

vizsgálataim fényt derítettek arra, hogy a különbözõ árpafajták fehérje-összetétele a 

környezeti stresszhatások következtében jelentõsen módosul. A kétdimenziós 

elektroforézist eredményesen alkalmaztam tömegspektrometriával kombinálva, annak 

ellenére is, hogy az árpa genomszekvenciája még csak részben ismert. A legtöbb 

különbséget mutató fehérjét tudtam azonosítani a különbözõ MS-technikák MS vagy 

MS/MS módban való mûködtetése révén.  

A munkám elsõ felében a környezeti stresszhatásokra érzékeny (�Jubilant�) és 

ugyanezen stresszhatásokra rezisztens (�Mandolina�) árpafajták levélcsírájának 

kétdimenziós fehérjemintázatát hasonlítottam össze, és a �Mandolina� fajtában a SAM-S 

enzim egyik izoformját detektáltam, mely a �Jubilant� környezeti anomáliákra érzékeny 

fajtában nem volt kimutatható. A SAM-S ezen izoformjának expresszióját emellett 

a �Bivoy� fajtában is kimutattam. A �Jubilant� és �Mandolina� árpafajták rövid ideig tartó 

hõmérsékleti stresszhatásra adott válaszreakciójának vizsgálatakor számos kis 

moltömegû hõsokkfehérje és ezek izoformjainak képzõdése is megfigyelhetõ volt. 

A kísérleteim további részében azt követtem nyomon, hogy a �Jubilant� tavaszi 

árpafajta szemtermésében miként változik a karbamid-oldható fehérje-összetétele a 

különbözõ talaj-elõkészítési és termesztési körülmények hatására. A különbözõ 

termesztési körülmények nyomon követése során számos, a külsõ körülmények hatására 

megváltozott expressziót mutató fehérjét sikerült azonosítani (22,0 kDa (IV család) 

hõsokkfehérje prekurzort, a GroEL hõsokkfehérjét, peroxidáz enzimet, glicerinaldehid-3-

foszfát dehidrogenáz három izoformját). A kísérletben bemutattam, hogy az adott 

termesztési körülmény nemcsak elõsegítheti vagy gátolhatja az egyes fehérjék 

expresszióját, hanem megváltoztathatja a fehérjék mennyiségét (koncentrációját), és 
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poszttranszlációs módosulást (PTM) is okozhat. Az egyes fehérjék több pozícióban 

történõ megjelenése utalhat: az izoformok eltérõ szerepére, a különbözõ szemtermés 

alkotók különbözõ izoform regulációjára és a nehezített termesztési körülmény hatására 

bekövetkezõ poszttranszlációs módosulásra. 

A különbözõ koncentrációjú 200 ìM és 1 mM kadmium-klorid kezelések hatása a 

�Jubilant� árpafajta levélcsírájából származó fehérjék kétdimenziós fehéjemintázatán úgy 

mutatkozott meg, hogy a kontroll mintához viszonyítva a RuBisCO nagy alegységének 

mennyisége csökkent. Ezen kívül a kadmium-klorid hatásaként az oxigénfelszabadítást 

fokozó fehérje (OEE2) expressziójának csökkenése is látható volt. Az eredményeimet 

irodalmi adatok is alátámasztják.  

Az abiotikus stresszhatásokra eltérõ expressziót mutató fehérjék további 

mélyrehatóbb vizsgálata iránymutatásul szolgálhat egy hatékonyabb rezisztencia 

nemesítés felé. Ez a megközelítés stresszhatásra indukálódó, de még ismeretlen 

funkcióval rendelkezõ gének pontos szerepét tisztázhatja, továbbá hozzájárulhat a 

növényi védekezési rendszer jobb megértéséhez is. A jövõben az abiotikus stresszekkel 

szembeni rezisztencia kutatásában a vizsgálatok nagyobb számú környezeti stresszekre 

érzékeny és azokra rezisztens árpafajtákkal való kiterjesztése mindenképpen szükségessé 

válik, mely a SAM-S detektált izoformjának pontos szerepét is tisztázhatja a 

stresszhatások alatt. 
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4.1 ÚJ TUDOMÁNYOS EREDMÉNYEK 

 

1.  Megállapítottam, hogy a környezeti stresszhatásoknak ellenálló �Mandolina� és 

�Bivoy� árpában is detektálható a SAM-S enzim egy olyan izoformja, mely a 

�Jubilant� környezeti anomáliákra érzékeny fajtában nem mutatható ki. Az 

eredményem alapján azt a következtetést vontam le, hogy ennek az izoformnak a 

hiánya is közrejátszhat a �Jubilant� árpafajta környezeti hatásokkal szembeni 

érzékenységében. 

 

2. A �Jubilant� és �Mandolina� árpafajták hõmérsékleti stresszhatásra adott 

válaszreakciójának vizsgálatakor megállapítottam, hogy számos kis moltömegû 

hõsokkfehérje (16,9 kDa, 17,8 kDa, sHSP) képzõdött a stresszhatás következtében, 

melyek nagy homológiát mutattak a rizs és a búza hõsokkfehérjéivel. A 

hõsokkfehérjék több izoformában is detektálhatóak voltak és expressziós különbséget 

mutattak a két árpafajtában. 

 

3. A különbözõ talaj-elõkészítési körülményekbõl adódó nehezített körülmények és 

szárazság hatásának nyomon követése folyamán a �Jubilant� árpában számos, a külsõ 

körülmények hatására megváltozott expressziót mutató karbamid oldódó fehérjét 

azonosítottam. A kísérletben bizonyítottam, hogy az adott termesztési körülmény 

megváltoztathatja egyes fehérjék expresszióját. 

 

4. Azonosítottam a glicerinaldehid-3-foszfát dehidrogenázzal homológ fehérjéket a 

nehezített körülmények hatására megváltozott pozícióban expresszálódó fehérjék 

között. Ez a megfigyelés utalhat: az izoformok eltérõ szerepére, a különbözõ 

szemtermésalkotók különbözõ izoform regulációjára és a nehezített termesztési 

körülmény hatására bekövetkezõ poszttranszlációs módosulásra. 

 

5.  A különbözõ talaj-elõkészítési körülmények hatásának vizsgálatakor megállapítottam, 

hogy a nehezített körülmények és a szárazság követleztében számos védekezésben 

részt vevõ enzim expressziója növekedett. Így azonosítottam egy 22,0 kDa (IV 
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osztály) hõsokkfehérje prekurzorral, a GroEL hõsokkfehérjével és a peroxidáz enzim 

egyik izoformjával homológ fehérjét. 

 

6. A nehezített és normál kontroll körülmények között termesztett árpa szemtermés 

karbamid-oldódó proteomjának összehasonlításakor a szerin proteáz inhibitor Z7 

intenzitásának csökkenését figyeltem meg a nehezített körülmények hatására. A jelen 

kísérlettel egy olyan termesztési körülményt azonosítottam, mely kifejezetten negatív 

hatással van a sör habstabilitásának kialakításában szerepet játszó fehérje 

mennyiségére, valamint a hordein fehérjék fokozott szintézisét okozza. 

 

7.  200 ìM és 1 mM kadmium-klorid kezelések hatásának proteomikai vizsgálatakor 

megállapítottam, hogy a kontroll mintához képest a RuBisCO nagy alegységének 

mennyisége csökkent, melyet a kadmium hatására bekövetkezõ nagyfokú fehérje 

degradáció okozott. Ezen kívül a kezelések hatásaként az oxigénfelszabadítást fokozó 

fehérje (OEE2) expressziójának csökkenését is detektáltam. Eredményeimmel ezen 

fehérjék kadmium által kiváltott expressziós változását az elsõk között igazoltam 

proteomikai módszerekkel az árpában.  
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