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1. BEVEZETES

A 21. szizadban a gabonandvények két milliard tonna éves terméshozamukkal a
legfontosabb terményeink koz¢ tartoznak, melyek koziil az arpa a negyedik legnagyobb
mennyiségben termesztett novény vilagszerte. Az arpa 10000 évvel ezel6tt terjedt el a
Kozel-Keleten, és azota is allatok takarmanyozasara, sor, illetve kisebb mennyiségben
ételek készitésére hasznaljak.

Az arpa is - mint barmely mas termesztett novény - élete soran folyamatosan ki van
téve olyan biotikus és abiotikus hatasoknak, amelyek jelentdsen befolyasoljak fejlodését,
novekedését, és meghatirozzak produktivitdsat. Abban az esetben, ha a kornyezeti
feltételek az adott fg igényeinek megfelelé optimumértékeken kiviil esnek (tul alacsony,
illetve tal magas homérséklet, kiegyenlitetlen asvanyi anyag ellatas, nem megfeleld
fényviszonyok, vizhidny stb.), a novény élettani stresszhelyzetbe keriil. Hazankban a
kiillonb6z6 kornyezeti, abiotikus hatasok (foként szarazsag) kovetkeztében a
gabonafajtaink a benniik rejlé termoképességnek atlagosan csak a felét tudjak produkalni,
ami jelentds gazdasagi veszteséget jelent. Természetesen ezért olyan abiotikus és biotikus
stresszhatasokkal szemben ellenalld fajtak nemesitése a cél, amelyekkel a gazdasagi
karok is csokkenthetok.

A fenti el6zményekbdl kiindulva doktori munkam soran célul tiiztem ki, hogy
proteomikai modszerekkel (2-DE, MS) megvizsgaljam a hazai koriilmények kozott
termesztett ¢és a kornyezeti stresszhatdsokra érzékeny ’Jubilant’, illetve ezen hatdsokra
kevésbé fogékony ’Mandolina’ sorarpak fehérjéinek expresszios valtozasat, amelyet a
magas homérséklet, a kadmiumszennyezettség és az eltérd termesztési koriilmények
okoznak. A stresszhatasok fehérjék szintjén torténd vizsgalata azért is kiemelt fontossagu,
mert a transzkriptomban kimutatott stresszvalaszok koriilbelill 20%-ahoz tartozo
expresszios szekvenciarészletek (EST) funkcidja még ismeretlen, igy a proteomban
megvalosuld jeltovabbitas, szabalyozas, enzimatikus aktivitas és szerkezeti funkciok
megismerése kozvetleniil a proteom szintjén valik lehet6vé.

A kiilonboz6 stresszhatasokkal szembeni védekezésben a stressz hatasara indukalt
molekulak koziil a stresszfehérjéknek nagyon nagy szerepiik van, hiszen hozzéjarulnak az

egyes stresszhatasokkal —szembeni ellenalld képesség fokozasahoz. Igy a



stresszvalaszokban részt vevo fehérjék azonositasa elengedhetetlen a taplaléklancunkba
valo bekeriilésiik kockazata miatt. Ezt latszik alatamasztani az a tény, hogy az elmult
években proteomikai modszerekkel nagy szamban izolaltak ¢€s karakterizaltak
¢lelmiszereinkbdl novényi eredetli allergéneket, melyek kozott a ndovényi védekezésben
részt vevo fehérjék is jelen voltak.

A védekezésében részt vevo fehérjék felkutatasa mellett részletesebb képet kivantam
felvazolni arrdl is, hogy a kiilonboz6é abiotikus stresszhatasok miként befolyasoljak

¢lelmiszeripari nyersanyagaink fehérje-osszetételét.



2. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran proteomikai modszerek alkalmazasaval célul tiiztem ki:

1. Harom kiilonboz6 arpafajta (’Jubilant’, ’Bivoy’, Mandolina’) levélcsirajabol
szarmazo6 karbamid old6do kétdimenzids fehérjemintazatok Gsszehasonlitasat €s
vizsgalatat, illetve annak kutatasat, hogy a kornyezeti stresszhatasokra érzékeny
(’Jubilant’) és ugyanezen stresszhatasokra rezisztens (’Mandolina’) arpafajtak
levélcsirajanak kétdimenzios fehérjemintazata hogyan valtozik rovid ideig tartd

nagy héhatas kovetkeztében.

2. A ’Jubilant’ tavaszi arpafajta karbamid-oldhato fehérje-Osszetétel — eltérd

termesztési koriilmény hatasara bekovetkezo - valtozasanak nyomon kovetését.

3. Annak proteomikai vizsgalatat, hogy a kiilonb6z6 koncentracioja (200 uM és 1
mM  CdCly) kadmiumkezelések miként hatnak a ’Jubilant’ arpafajta

levélcsirajabol kivont karbamid-oldodo fehérjékre..

4. Két kiilonboz6 évjarat hatdsanak ellendrzését harom kiilonbozé arpafajta
(’Jubilant’, ’Bivoy’, ’Mandolina’) szemtermésébdl Szarmazd Viz-S6 oldhatod

fehérjék kétdimenzios mintazatara.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

A vizsgalt mintak:

Felhasznalt tavaszi kétsoros Hordeum vulgare Sorarpafajtdk a  Szegedi
Gabonatermesztési Kozhaszni Tarsasag Intézet taplanszentkereszti Novénynemesito

Kutatdo Allomasarol szarmaztak.

“Jubilant’: Az 1990-es évek masodik felében a legnagyobb teriileten termesztett szlovak
Sorarpa. Magyarorszagon 1993-ban kapott allami elismerést. TermOképessége O, bar a
kornyezeti anomaliakra érzékenyen reagal. Soripari minésége kivald. Magyarorszagon a

legnagyobb vetéstertiletii Sorarpafajta.

‘Bivoy’: A legtermbképesebb, kivald alkalmazkodoképességii német sorarpafajta.

Szarazsagtiir6. Magyarorszagon 2002-ben kapott allami elismerést.
"Mandolina’: Kivalo termoképességli, szarazsagtiird, alacsony fehérjetartalmu holland
Sorarpafajta. Magyarorszagon 1998-ban kapott allami elismerést. Az orszagos szortiment

legalkalmazkodoképesebb tavaszi arpaja.

Az arpafehérjék kioldasa:

A fehérjemintakat az arpanovény két kiilonbozé részébol: a levélesirabdl és a
szemtermésbdl nyertem ki.

A kadmiummal ¢s hdstresszel kezelt levélcsirakbol a fehérjéket elészor egy triklor-
ecetsavas (TCA) oldattal csaptam ki, az izoelektromos fokuszalast zavaré komponenseket
(pl. polifenolok, sok, novényi pigmentek) pedig acetonnal tavolitottam el. A TCA-va
kicsapott fehérjék feloldasara karbamid-alapa lizis puffert hasznaltam. A Kkiilonb6z6
termesztési koriilmények az arpa szemtermés proteomjara gyakorolt hatasat is a
karbamid-oldodo fehérjék szintjén vizsgaltam.

Az évjaratok hatasanak ellendrzésekor a harom arpafajta szemtermésének a 2,5 mm-

nél nagyobb - malatagyartasra felhasznalt - szemeibdl 0,AM NaCl oldattal vontam ki a



Viz-s6 oldhato fehérjéket. llyen moédon a metabolikusan aktiv albumin és globulin

fehérjéket vizsgaltam tovabb.

Fehérjék elvalasztasa

Egydimenzios gélelektroforézis:

A kapott fehérjék molekulatomeg szerinti elvalasztasa natrium-dodecil-szulfat (SDS)
poliakrilamid gélen Mini Protean 1l (Bio-Rad, Hercules, Ca, USA) rendszer
felhasznalasaval tortént. A géleket Coomassie Brillant Blue G-250 festékkel festettem.

Kétdimenzios gélelektroforézis:

Az egyes fehérjemintak izoelektromos pont szerinti Szeparalasat Multiphor I
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden), vagy PROTEAN IEF cell (Bio-Rad)
késziilékekben végeztem. A molekulatomeg szerinti elvalasztas SDS-tartalmu gélekben
Protean Plus Dodeca Cell (Bio-Rad), vagy PROTEAN Il XL multi-cell (Bio-Rad)
késziilékekben zajlott. A géleket Coomassie Brillant Blue G-250 festékkel festettem.

Gélek kiértekelése:

A géleket 12-bit GS-710 kalibralt denzitométer (Bio-Rad) segitségével fényképeztem
¢s PDQuest 7.1 softverrel (Bio-Rad) értékeltem Ki. Az 0Osszeparositott fehérjefoltok
optikal denzitasanak relativ mennyiségét kétmintas t-proba segitségével értékeltem ki és
azon fehérjefoltokat vizsgaltam tovabb tomegspektrometriaval, melyek p<0,05

valoszinliségi szinten tértek el mennyiségileg egymastol.

Fehérjeazonositds tdomegspekrometria segitségével

A fehérjék azonositasa a Ghenti Egyetem Fehérje Biokémiai és Fehérje Mérnokségi
Laboratoriuméban és a Szegedi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak
Orvos Vegytani Intézetében zajlott az alabbi késziilékek felhasznalasaval: Bruker Reflex
1l MALDI-TOF MS (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany), MALDI TOF/TOF MS



(Applied Biosystems, Framingham, CA, USA) és ESI-Q-TRAP MS (Applied
Biosystems).

Az arpa genomszekvencidgja még nem feltart, de az eddig arpaval kapcsolatban
rendelkezésre allo expresszios szekvenciarészletek (EST) nagyban segitették egyes
fehérjék azonositasat, hiszen a megszekvenalt peptidfragmensek leforditasaval kapott
EST-szekvenciaval EST-adatbazisban bdévithettem a lekeresést, melyet a BLAST-
keresdprogrammal is kiegészitettem. Néhany esetben peptidtomeg ujjlenyomat (PMF)

alapjan is sikeriilt fehérjéket azonositanom.



4. OSSZEFOGLALAS

Doktori munkam soran proteomikai modszerekkel (2-DE, MS) megvizsgaltam a
sorarpak fehérjéinek a kiilonbozo abiotikus stresszhatasok miatt bekovetkezd expresszios
valtozasat, mint amilyen a magas hdmérséklet, a kiillonb6z0 termesztési koriilmények, a
kadmiumszennyezettség ¢és a szarazsag. A védekezésében részt vevd fehérjék
megismerése mellett sikeresen mutattam be, hogy ezek a stresszhatasok miként
befolyasoljak  élelmiszeripari  nyersanyagaink  fehérje-Osszetételét.  Proteomikai
vizsgalataim fényt deritettek arra, hogy a kiilonb6z6é arpafajtak fehérje-Osszetétele a
kornyezeti  stresszhatasok kovetkeztében jelentésen modosul. A kétdimenzids
elektroforézist eredményesen alkalmaztam tomegspektrometriaval kombinalva, annak
ellenére is, hogy az arpa genomszekvencidja még csak részben ismert. A legtobb
kiillonbséget mutatd fehérjét tudtam azonositani a kiilonb6zé6 MS-technikak MS vagy
MS/MS modban valé miikdtetése révén.

A munkam elsé felében a kornyezeti stresszhatdsokra érzékeny (’Jubilant’) és
ugyanezen stresszhatasokra rezisztens (’Mandolina’) arpafajtak levélcsirajanak
kétdimenzios fehérjemintazatat hasonlitottam Gssze, és a "Mandolina’ fajtaban a SAM-S
enzim egyik izoformjat detektaltam, mely a ’Jubilant’ kornyezeti anomalidkra érzékeny
fataban nem volt kimutathato. A SAM-S ezen izoformjanak expressziojat emellett
a’Bivoy’ fajtdban is kimutattam. A ’Jubilant’ és "Mandolina’ arpafajtak rovid ideig tarto
homérsékleti stresszhatasra adott valaszreakcidjanak vizsgalatakor szamos kis
moltomegi hésokkfehérje és ezek izoformjainak képzddése is megfigyelhetd volt.

A kisérleteim tovabbi részében azt kdvettem nyomon, hogy a ’Jubilant’ tavaszi
arpafajta szemtermésében miként valtozik a karbamid-oldhaté fehérje-Osszetétele a
kiillonboz6 talaj-el6készitési és termesztési koriilmények hatasara. A Kiilonbdzo
termesztési koriilmények nyomon kdvetése soran szamos, a kiilsé koriilmények hatasara
megvaltozott expressziot mutatd fehérjét sikeriilt azonositani (22,0 kDa (IV csaad)
hésokkfehérje prekurzort, a GroEL hdsokkfehérjét, peroxidaz enzimet, glicerinaldehid-3-
foszfat dehidrogenaz harom izoformjat). A kisérletben bemutattam, hogy az adott

termesztési  koriilmény nemcsak elésegitheti vagy gatolhatja az egyes fehérjék

crcr



poszttranszlacios moédosulast (PTM) is okozhat. Az egyes fehérjék tobb pozicioban
torténd megjelenése utalhat: az izoformok eltérd szerepére, a kiilonb6zd szemtermés
bekovetkezd poszttranszlacios modosulasra.

A kiilonboz6 koncentracioju 200 uM és 1 mM kadmium-klorid kezelések hatasa a
’Jubilant’ arpafajta levélcsirajabol szarmazo fehérjék kétdimenzids fehéjemintazatan agy
mutatkozott meg, hogy a kontroll mintahoz viszonyitva a RuBisCO nagy alegységének
mennyisége csokkent. Ezen kiviil a kadmium-klorid hatasaként az oxigénfelszabaditast
fokoz6 fehérje (OEE2) expressziojanak csokkenése is lathatdo volt. Az eredményeimet
irodalmi adatok is alatamasztjak.

Az abiotikus stresszhatasokra eltérd expressziot mutatd fehérjék tovabbi
mélyrehatobb vizsgalata iranymutatasul szolgalhat egy hatékonyabb rezisztencia
nemesités felé. Ez a megkozelités stresszhatasra indukalodo, de még ismeretlen
funkcioval rendelkez6 gének pontos szerepét tisztazhatja, tovabba hozzajarulhat a
novényi védekezési rendszer jobb megértéséhez is. A jovoben az abiotikus stresszekkel
szembeni rezisztencia kutatasaban a vizsgalatok nagyobb szamu kornyezeti stresszekre
érzékeny €s azokra rezisztens arpafajtakkal vald kiterjesztése mindenképpen sziikségessé
valik, mely a SAM-S detektalt izoformjanak pontos szerepét is tisztazhatja a

stresszhatasok alatt.
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41 UJTUDOMANYOS EREDMENYEK

Megallapitottam, hogy a kornyezeti stresszhatasoknak ellenalld6 ’Mandolina’ ¢és
"Bivoy’ arpaban is detektalhato a SAM-S enzim egy olyan izoformja, mely a
’Jubilant’ kornyezeti anomaliakra érzékeny fajtaban nem mutathatdé ki. Az
eredményem alapjan azt a kovetkeztetést vontam le, hogy ennek az izoformnak a
hianya is kozrejatszhat a ’Jubilant’ arpafajta kdrnyezeti hatasokkal szembeni

érzékenységében.

. A ’Jubilant’ és ’Mandolina’ arpafajtdk homérsékleti stresszhatasra adott
valaszreakciojanak vizsgalatakor megallapitottam, hogy Szdmos kis moltomegl
hésokkfehérje (16,9 kDa, 17,8 kDa, sHSP) képz6dott a stresszhatas kdvetkeztében,
melyek nagy homologiat mutattak a rizs és a buza hdésokkfehérjéivel. A
hésokkfehérjék tobb izoformaban is detektalhatéak voltak és expresszios kiilonbséget
mutattak a két arpafajtaban.

. A Kkiilonbozé talg-el6készitési koriilményekbdl adodd nehezitett koriilmények és
Szarazsag hatdsdnak nyomon kovetése folyaman a ’Jubilant’ arpaban szamos, a kiilsé
korilmények hatasara megvaltozott expressziot mutatdé karbamid oldodo fehérjét
azonositottam. A kisérletben bizonyitottam, hogy az adott termesztési koriilmény

megvaltoztathatja egyes fehérjék expresszigjat.

. Azonositottam a glicerinaldehid-3-foszfat dehidrogenazzal homoldg fehérjéket a
nehezitett korilmények hatasara megvaltozott pozicidban expresszalodd fehérjék
kozott. Ez a megfigyelés utalhat: az izoformok eltéré szerepére, a kiilonb6zo

crer

koriilmény hatasara bekovetkezé poszttranszlaciés modosulasra.
. A kiilonbo6z6 talaj-el 6készitési koriilmények hatasanak vizsgalatakor megallapitottam,
hogy a nehezitett koriilmények és a szarazsag kovetleztében szamos védekezésben

részt vevd enzim expresszidja novekedett. Igy azonositottam egy 22,0 kDa (IV
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6.

osztaly) hosokkfehérje prekurzorral, a GroEL hésokkfehérjével és a peroxidaz enzim

egyik izoformjaval homolog fehérjét.

A nehezitett és normal kontroll koriilmények kozott termesztett arpa szemtermés
karbamid-oldodo proteomjanak Osszehasonlitasakor a szerin proteaz inhibitor Z7
intenzitasanak csokkenését figyeltem meg a nehezitett koriilmények hatasara. A jelen
kisérlettel egy olyan termesztési koriilményt azonositottam, mely kifejezetten negativ
hatassal van a sor habstabilitasanak kialakitasdban szerepet jatszo fehérje

mennyiségére, valamint a hordein fehérjék fokozott szintézisét okozza.

200 uM ¢és 1 mM kadmium-klorid kezelések hatasanak proteomikai vizsgalatakor
megallapitottam, hogy a kontroll mintahoz képest a RuBisCO nagy alegységének
mennyisége csokkent, melyet a kadmium hatasara bekovetkezé nagyfoku fehérje
degradacio okozott. Ezen kiviil a kezelések hatasaként az oxigénfel szabaditast fokozo
fehérje (OEE2) expresszidjanak csokkenését is detektaltam. Eredményeimmel ezen
fehérjék kadmium altal kivaltott expresszios valtozasat az elsok kozott igazoltam

proteomikai modszerekkel az arpaban.
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