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BEVEZETES

Az OTKA palyazat keretében javaslatot tettiink egy korabbi OTKA (OTKA T-46703) palyazat soran
kidolgozott modell rendszer felhasznaldsara reologiai kutatdsokban, mellyel bliza tartalékfehérjék
funkcionalis tulajdonséagait tudjuk tanulményozni nem buzaliszt alapt hattérben.

A palyazat célja a buza glutenin tartalékfehérjék pontosabb, szélesebb korti megismerése volt.
Célunk eléréséhez kisérleteinkben a rizst valasztottuk, ami olyan sikérmentes kdrnyezetet biztosit,
ahol az alapliszt fehérjéi nem befolyasoljak az eredményeket. Vizsgaltuk a buza sikér kialakulasaban
résztvevo fehérjék kolcsonhatdsait, a biiza glutenin alegységfehérjék hatdsat a rizstészta funkcionalis
tulajdonsagaira in vitro rekonstrukcios kisérletekben, illetve a buazafehérjék in vivo expressziojaval a
kiilonb6z6 transzgénikus ndvényekben. Egy japan kutatdcsoport altal rendelkezésiinkre bocsdjtott
transzgénikus rizsvonalak keresztezésével 11j, tobb HMW glutenin alegységet termeld vonalakat
kaptunk, melyek tobb informaciot szolgaltathatnak a buza tartalékfehérjék kozotti kdlcsonhatasokrol.
A munka soran figyelemmel tudtuk kisérni azt is, hogy a bliza prométer hogyan szabalyozza a gén
transzkripcidjdt a rizs endospermiumban. A transzgénikus rizsnovényben a diszulfidhidak
kialakulasdhoz nem sziikséges mas kolcsOnhatas, enzim jelenléte, igy megbizhaté informacidkat
adhatnak.

A palyazatban vallalt munka szerves folytatisa egy korabbi OTKA palyazatban elért
eredményeknek. Véleményiink szerint, ez a modell alkalmas arra, hogy a buza
tartalékfehérjék tulajdonsagainak, a tészta szerkezetére gyakorolt hatasanak olyan elemei is
vizsgalhatok, melyekre korabban nem volt lehetoség az endogén buizafehérjék hatasa miatt. A
fehérjék egyes szerkezeti elemeinek a funkcionalis tulajdonsagokra gyakorolt olyan valtozasait
is képesek lehetiink tanulmanyozni, melyek korabban rejtve maradtak.

Mivel a rizs fontos a gabona okozta allergias betegségben szenveddk szamara, ezért az 1j
fehérje-osszetételii rizs néhany év milva alternativ élelmiszer alapanyag lehet a prolaminokra

is allergias betegek szamara.

1. év
1. Transzgénikus rizsszemek vizsgalata és uj novények létrehozasa

A munka soran a korabbi kutatasokbol szarmazo HMW Dx5 fehérjét termeld transzgénikus rizs

novények magjait hasznaltuk fel kallusz indukciora (Oszvald és mtsai. 2007). A rizs genetikai

crer

A transzformaciohoz hasznalt rizsnovénybdl érett magokat sterilizaltuk, majd steril koriilmények

kozott N6 kallusz indukalo taptalajra helyeztiik. Az N6 indukcios taptalaj 50 mg/ml koncentraciéban
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hygromicint is tartalmazott biztositva ezzel, hogy csak a Dx5 fehérjét termeld magokbol szarmazo
kalluszok legyenek transzformalva a Glu-Dyl10 gént tartalmazd konstrukcioval. A transzformaciot
megel6z6 napon, a kifejlodott kalluszokat az endospermiumrol levalasztottuk, majd 24 6ran beliil
biolisztikus modszerrel transzformaltuk.

A transzformalast magat a Jenes és mtsai. altal kidolgozott modszer szerint végeztiik el a hazai
fejlesztésii, szabadalmaztatott GENEBOOSTERT-rel (ELAK Bt, Budapest, MBK, Go6dollg). A
génbevitelhez két plazmidot hasznaltunk ko-transformacioban, mert a kisérletek az egy plazmidra
torténd klonozasra sikertelenek voltak.

A transzformaciohoz a 1Dy1l0 HMW glutenin fehérjealegységfehérjét kodold gént hasznaltuk a
HMW Dx5 endospermium specifikus promoéterhez kapcsolva. A terminator szekvencia (NOS) is a
buzabol szarmazik. A transzformacioban a szelekciora a pAHC25 plazmidot hasznaltuk , mely a bar
regeneralt novényeknek a sikeres génbeépiilés utan.

A transzformaciohoz a DNS molekulakat aranyrészecskékhez kotottiink, majd minden célszovetre
két 16vést adtunk le. A transzformacid utan a kalluszokat 10 mg/ml koncentracioban foszfinotricint
tartalmaz6 N6SEh taptalajon szelektaltuk, majd a szelekciot tulért kalluszokbol hajtas- és gyokér

regeneraciot indukaltunk. A teljesen regeneralddott rizsndvényeket tiveghazban neveltiik.

PCR reakcio

novények leveleib6l DNS-t izolaltunk az AGS (Aqua Genomic Solution, product No.: 1011, Lot:
03052006 ) kit felhasznalasaval. A DNS oldatok koncentracidjat 260 nm-en UV spektrofotométerrel
hataroztuk meg.

A transzformalt gének beépiilését PCR reakcioval ellendriztiik. A PCR reakciokhoz a BioRad
iCycler Thermal Cycler tipust késziilékét hasznaltunk. A PCR reakcié utan a termékeket 1,5 %-0s
agaroz gélen futattuk, majd a DNS termékeket etidium-bromiddal megfestve UV fényben
analizaltuk. Az izolalt névényi DNS-re harom kiilonb6z6 PCR reakciot végeztiink. A rizs prolamin
génnek, a HMW Dx5 és a HMW Dyl0 glutenin fehérjét kodold génekre specifikus primereket
hasznaltunk (1. tablazat).



1. tablazat. PCR reakcioban hasznalt primerek szekvencidja

RIZS PROLAMIN PRIMEREK

Rp6F 5-CATCGGCTTAGGTGTAG-3’

Rp6R 5-ATTGTTGTTGGATTCTACTAC-3'
Buza GLU1 DX5 PRIMEREK

Prim51 5’-GCC TAG CAA CCT TCA CAATC-3
Prim52 5-GAA ACC TGC TGC GGA CAAG-3’
Buza Glu1 Dy10 PRIMEREK

Dx5pF 5-AATTTACTTGTTCCATGCAG-3’
Dy10p-R 5-ACCGGCCAACTGTTGGTC-3’

Az irodalom szerint a ko-transzformacio esetén 50% a valdszinlisége annak, hogy mind a szelekcios
gén, mint a ,,gene of interest” (GOI) jelen van a genomban. A transzgénikus rizsnovényekre
elvégzett PCR reakcio alapjan 15 fiiggetlen vonalban tudtuk bizonyitani a Glu-1Dy10 gén jelenlétét.
Ebb6l 10 névényben mind a Glu-1Dx5 és Glu-1Dy10 gén bizonyitottan jelen volt (1.4bra).

Ezeket a novényeket tovabbi nevelése magfogasig novényhazban tortént. A felnevelt 15 névénybdl,
melyben mind a Glu-1Dx5 és Glu-1Dyl10 gén bizonyitottan jelen van, csak 6 fiiggetlen vonalbol
kaptunk szemtermést. Egy olyan transzgenikus vonallal is rendelkeztiink, melyben csak a Glu-1Dx10
gén van jelen. A magok egy részt visszavettiik, hogy megfeleld6 mennyiségli magunk legyen a

tovabbi vizsgalatokhoz.

null  NC ' 3 > : pDx5 pDylO

pDx5 pDyl10

1. dbra: PCR reakci6 a Glul-Dy10 transzgén kimutatasara. null: negativ kontrol, NC: negativ névényi kontrol,
pDx5: a transzformaciohoz hasznalt bakterialis Dx5 plazmid, pDy10: a transzformaciohoz hasznalt bakterialis
Dy10 plazmid. 1-17. Transzgénikus rizsvonalak.

’Myc’ szekvenciaval jelolt Glu- 1Dy10 gén konstrukcié eléallitasa

crer

jelolt Glu-1Dy10 gént tartalmazéd konstrukcid eléallitasan is dolgoztunk. A konstrukciéban a Glu-

1Dy10 génhez kapcsoltuk a *myc’szekvencidkat. A transzgén-tag fizios gén a Dx5 endospermium



specifikus promoter szabalyozasa alatt all. A konstrukcio épités kdvetkezd 1épése a bar szelekcios
gén beépitése volt lehetdveé téve ezzel az egy plazmiddal torténd transzformacio.

Az gy elkészitett konstrukcié alkalmas rizs transzformalasara Agrobacterium tumefaciens
kozvetitette modszerrel és génpuskaval is. A fehérje *'myc’ szekvencidkkal valdo megjelolése lehetové
teszi, hogy az igy létrehozott transzgénikus ndvények endospermiumaban nyomon kovessiik ezeknek
a fehérjéknek a lokalizacidjat, illetve a fehérjék véandorlasat. Az endospermiumbdl készitett
metszetek specifikus antitesttel jelolve fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgalhatok. Ezaltal
tobbet megtudhatunk a buza tartalékfehérjéknek a rizs endospermiumban torténd viselkedésérol,
onmagukkal vagy mas fehérjékkel torténd kolcsonhatasukrol.

A konstrukcié a palyazat végére el is késziilt, azonban a transzgénikus rizsvonalakat még nem

sikeriilt eldallitani.

2. Buza glutenin alegységfehérjéket termel6 rizsvonalak keresztezése

A pélyazatban megfogalmazott célok kozott szerepelt a nemzetkdzi egyiittmiikodés keretében a
japan kutatocsoport altal rendelkezésiikre bocsatott buiza LMW ¢és HMW By9 fehérjét egyénileg,
illetve egyiittesen termeld transzgenikus rizsmagok felsokszorositasa (Etsuko és mtsai.2008), majd
keresztezése a mi biiza Dx5 HMW fehérjét termeld transzgénikus rizsvonalunkkal (Oszvald és mtsai.
2007).

A Japanbol kapott rizsmagokat eliiltettiik magszaporitds céljabol. A novénynevelés soran azonban
nehézségeink akadtak, a japan Nipponbare transzgénikus rizsfajtdk egy része nem volt fertilis (ki
sem kelt), a masik része pedig nem hozott viragot, ami elkertilhetetlentil sziikséges a keresztezéshez.
Ezutan hosszu, tobb kudarccal teli kiizdelem kezdddott a magok felszaporitasara. Tobb 1épésben
probaltuk optimalizalni a nevelési koriilményeket és megfejteni az okat annak, hogy miért nem
voltunk képesek megfeleld mennyiségli maghozam eléréséhez. Miutan a kontroll névények sem
hoztak a tolikk elvart maghozamot, a cserépben-foldben torténd novénynevelésrél a folyadék
kultaraban torténd nevelésre tértiink at. A negyedik év végére sikertilt ezt a problémat megoldani, és
a csirdztatott magokbdl kikelt ndvények végiil bugat €s termést hoztak.

A keresztezési kisérletekben Jancs6 Mihaly (HAKI, Szarvas) volt segitségiinkre. A rizsmagokbol
virdgzasig novényt neveltiink.

A novényeket izolalt koriilmények kozott neveltiik fel. Az egyes ndvények virdgzasi idejét, a
tapasztalt fotoperiodikus érzékenység miatt a nappalhossz csokkentésével szinkronizaltuk. A
virdgzas megkezdésekor, amikor a legfelsé viragok kinyiltak, a bugak legfels6 harmadat
eltavolitottuk, hogy elkeriiljiik az Ontermékenyiilést. Ezutdn a virdgzatot az egyes bugadgak

virdgainak szelektalt eltavolitasaval kiritkitottuk. A kasztralashoz a pelyvalevelek felsd harmadat
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levagtuk - ligyelve arra, hogy a portokok ne sériiljenek meg. A portokok eltavolitidsahoz csipeszt és
vakuum kasztralot hasznaltunk (a Cornell Egyetem és a Nemzetkdzi Rizskutatd Intézet modszere
alapjan). Az igy eldkészitett viragokat csipesszel vagy a virdgzo bugdk porgetésével megporoztuk a
kivant keresztezési kombinacioknak megfeleléen. A bugakat ezutan izoldltuk, majd az érés utan a
sikeresen termékenyiilt szemeket begytijtottiik.

Eredmény: tobbszori keresztezési kisérelt utan a HMW Dx5 GS fehérjét ¢és a HMW By9-et termeld
transzgénikus rizsek kereszteztiik sikeresen. Ezen novények TO magvaival rendelkeziink, melyeket

tovabbi kisérletekben szerettiik volna felhasznalni. 1d6é hianyaban azonban ezek nem torténtek meg.

3. Biiza tartalékfehérje alegységek inkorporacidja rizs- és buzalisztbe

A rizstésztara kidolgozott re-oxidacios technika segitségével a buza glutenin alegységfehérjéknek a
rizstészta reologiai tulajdonsagaira gyakorolt hatasat inkorporacié kisérletekkel vizsgaltuk. Az
egyéni HMW glutenin alegységek hatasanak a vizsgalatara, nemesitett, csak egy adott tipust HMW
glutenin alegységet termeld buzafajtabol izolaltunk fehérjéket. Ezek a fajtak a Galahad -6, Galahad-7
¢s Galahad-8 nevet viselik (Payne és Seekings, 1996). Az egyes fajtak a buza B kromoszéma hossza
karjan kodolt Bx6 és 7, illetve a rovid karon kodolt By8 HMW glutenin alegységeket termelik.

Egyéni HMW glutenin alegységfehérjék tisztitdsa buzalisztbol

A Galahad-6, Galahad-7 és Galahd-8 btizalisztekb6l nagy mennyiségben tisztitottunk Bx6, Bx7 és
By8 tipust HMW glutenin alegységfehérjéket (Capocchi és mtsai. 1999). A fehérje izolatumokat
kiilonboz6 aranyban rizs- és blzaliszt fehérjéi kozé épitettiink be egy korabban kidolgozott modszer
segitségével (Oszvald és mtsai. 2009). Az dagasztasi kisérleteket a micro z-arm mixer egy
prototipusaval végezetiik (Dr. Tomoskozi Sandor laboratériumaban, BME, Alkalmazott
Biotechnologia és Elelmiszer-tudomanyi Tsz.). A beépitett fehérje mennyisége az el8zetesen
megallapitott teljes rizs - és buzaliszt fehérje mennyiségének a 10%-a volt.

A kisérletek soran felhasznalt buza HMW glutenin alegységfehérjék tisztitasat 30-30g Galahad6,
Galahad7 és Galahad8 lisztbdl kiindulva éllitottuk eld (Oszvald és mtsai. 2013). Az izolalt frakciok

osszetételét SDS gélelektroforézissel ellendriztiik.

LMW glutenin alegységfehérjék bakterialis expresszioja
Az LMW glutenin alegységfehérjék bakterialis expressziojat €s tisztitasat a Dowd C és Bekes F (2002)
altal publikalt modszer alapjan végeztiik el. A vizsgélni kivant fehérjét kodold expresszios vektort

elektroporacioval E. Coli kompetens sejtbe transzformaltuk. A baktériumok felszaporitasa ¢s



indukciojat kovetden a termelt fehérjét tobb 1épésben tisztitottuk, majd dializaltuk. A dializis utan a

centrifugalassal 0sszegyiijtott fehérjéket fagyasztva szaritottuk.

Tisztitott fehérjék inkorporalasa

Korabbi kisérleteinkbdl tudjuk, hogy a mikro z-arm mixer rizslisztre torténé alkalmazasa lehetové
teszi a fehérje-Osszetétel modositasa utan létrejovd valtozasok kovetését (Oszvald és mtsai. 2009).
gy ez a modszer alkalmas lehet tovabbi tészta rekonstrukcios vizsgilatok elvégzésére, illetve a
transzgénikus rizslisztekben bekovetkezd valtozasok vizsgalatéra is.

A buza glutenin alegységek hatasat mind a buiza mind a rizstészta funkcionalis tulajdonsagaira az
alegységek polimerbe torténd beépitésével vizsgaltuk. Az alegységek beépitéséhez rizs esetében egy,
az Oszvald és mtsai. (2009) altal rizsre kidolgozott modszert hasznaltunk, amely a fehérjék
diszulfidkotéseit megbonto, majd a kotéseket felépitd redukcios/oxidacids folyamat optimalizalasan
alapul. A buza esetében pedig Békés és mtsai. (1994) altal kidolgozott és alkalmazott inkorporacios
modszerrel épitettiik be az egyéni HMW ¢és a bakterialisan expresszalt LMW glutenin
alegységfehérjéket.

A mérést megeléz6en a fehérjetartalomnak 10%-aban a tisztitott fehérje alegységeket a rizs- illetve a
buzaliszttel homogenizaltuk. A liszt és a hozzakevert buzafehérje alegységeket, egy redukciés majd
egy oxidacios lépésben a diszulfidhidak Gsszekotésével beépitettiik Oket a rizs és a buzafehérje
polimer szerkezetébe.

Az x és y tipusu fehérje alegységek aranyat a kovetkez6 moddon valtoztattuk (x:y) 0:100, 25:75,

50:50, 75:25, 0:100, majd vizsgaltuk a hatasat a rizs- és buzatészta dagasztasi tulajdonsagaira:

Tartalékfehérjék SE-HPLC vizsgadlata

A tésztak fehérje molekulaméret eloszlasat méretkizarasos folyadék kromatografia (SE-HPLC)
segitségeével vizsgaltuk mind az oldhatdo mind az oldhatatlan fehérjefrakciokban. A fehérje
extraktumok ,,frakcidinak” kromatogramjan altalanossagban négy csticsot kiilonitettiink el (Oszvald
¢s mtsai 2008). Feltételezéseink szerint ezek az els6 frakciok tartalmazzak a nagy molekulatomegii
az o és P glutelin alegység-fehérjék kiilonb6z6 mértékben oligomerizalodott termékeit, vagyis
trimer- dimer- és monomer fehérjék, amelyekben a 151 kDa, illetve 105 kDa molekulastlya
monomerek inter-molekularis diszulfidhidak révén kapcsolodnak Gssze. Az utolsd (negyedik) frakcio
kisebb polipeptidek, albuminok, monomer globulinok és prolaminok keveréke.

A kromatogramok csucsainak gorbe alatti teriiletéb6l megallapitottuk az oldhatatlan polimer fehérjék

aranyat jellemz6 tgynevezett UPP% értékét is (Oszvald és mtsai. 2008).



A buzafehérjék hatdsa a rizs és a buzatészta dagasztasi paraméterekre

Tisztitott Bx6, Bx7 és By8 HMW-GS fehérje alegységeket épitettiink be 4 g lisztbdl készitett buza és
rizstésztakba a lisztek teljes fehérjetartalmanak 10%-ban, majd tanulmanyoztuk ezen fehérjék hatasat
a rizstészta ¢és a buzatészta dagasztdsi paramétereire. A kovetkezd dagasztdsi paramétereket
vizsgaltuk: a tészta kialakulasi id6 (dough development time- DDT), a tészta stabilitasa (stability-ST)
¢s az ellenallas rezisztenciaja (resistance breakdown-BD). A rizs- és a buzatésztak dagasztasi gorbéje
jelentdsen kiilonbozik egymastol, feltehetden a két liszt fehérjéinek eltérd hidratacios tulajdonsagai
kovetkeztében. A buza prolamin fehérjék inkorporacioja valtozast eredményezett a tésztak dagasztasi
paramétereiben €s a gorbék jellegében is.

Valamennyi tészta rekonstrukcios Kisérletben azt tapasztaltuk, hogy az egyéni (x és y tipusi) HMW
fehérje kombinaciok szignifikdnsan pozitiv hatast mutattak mind a rizs-, mind a buzatészta reologiai
paramétereire. A tészta kialakulasi id6 és a stabilitds novekedett, mig a tészta ellenallas csokkent a
hozzaadott fehérjék hatasaira. A HMW-GS fehérjék valamennyi esetben ndvelték a nagyméretii
polimer fehérjék mennyiségét is a tésztaban, ami stabilabb tésztat eredményezett a kontrol
(kezeletlenhez) képest.

A tészta kialakulasi id6 (DDT) a maximalis konzisztencia eléréséhez akkor novekedett a legjobban a
rizs esetében (32%), amikor a Bx7 és a By8 fehérjék aranya 1:1 volt. Az y tipust fehérjék
mennyiségének novelése csokkentette a rizstészta DDT értékét. Hasonld tendencia volt
megfigyelhetd a Bx6+By8 HMW-GS parok esetében is. Az X €s y tipusu fehérjék inkorporacidjanak
pozitiv hatasa volt az ellagyulas mértékére (DB) is. A legnagyobb hatas a DB értékre a Bx7+By8
fehérjék 1:1 aranyl beépitése esetén volt megfigyelhetd.

Ellentétben a rizstésztaval, az inkorporaci6 hasonlo, de jelentdsen eltérd hatasa volt megfigyelhetd a
blizatészta dagasztasi paramétereire az Bx6, Bx7 és By8 alegységfehérjék beépitése soran. A DDT
értéke folyamatosa novekedett Bx7 alegységek mennyiségének novelésével, majd elért egy platd
értéket. Szintén szignifikdns hatds volt megfigyelhetd a tobbi paraméter valtozasaban is. A BD érték
egyhanguan csokkent az x tipust alegységek beépitésével, illetve a tésztak megnovekedett stabilitast
mutattak mindkét HMW par estében.

Az x+y tipust HMW-GS fehérjeparokat bakteridlisan expresszalt LMW-GS fehérjékkel egyiitt is
vizsgaltuk rizs- és blizatészta rekonstrukcios kisérletekben. A beépitett egyéni buza HMW és LMW -
GS tartalékfehérjék a rizstésztdban kialakuld polimer fehérjék mennyiségére és a rizstészta
dagasztasi tulajdonsagaira akkor voltak a legnagyobb hatassal, amikor a Bx és By tipusu fehérjék
1:1, a HMW ¢és LMW glutenin alegységfehérjék 1:3 aranyban épitettiik be. A dagasztasi
paraméterekben bekovetkezd valtozdsok maximum illetve minimum jelleget mutattak. A

rizstésztaval ellentétben a buzatészta dagasztasi paraméterei (DDT, ST ) az LMW alegységfehérjék
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mennyiségének novelésével monoton csdkkenést mutattak, mig a tészta elldgyuldsa monotonon
novekedett.

Az inkorporacié utdn vizsgaltuk és jellemeztiik a tésztakban 1étrejovo fehérje matrixot (polimer
fehérjék mennyisége és aranya). A SE-HPLC mérésekkel meghataroztuk a molekulaméret eloszlas, a
polimer méret (a fehérje matrixban) és a funkcionalis tulajdonsagok kozotti kapcsolatot a buzafehérje
alegységek rizs- és buzalisztbe torténd beépitése utan. A kromatogramok kiértékelése azt mutatta,
hogy az ujonnan beépitett fehérje hatassal volt a fehérjék molekulaméret eloszlasara is a tésztakban.
A fehérjék aranya a nagyobb molekulaméret iranyéaba tolodtak el.

A buza glutenin alegységfehérjék beépitésének kovetkeztében az SE-HPLC kromatogramokbol
szamol UPP%, azaz oldhatatlan polimerek szdzalékos aranya szignifikansan novekedett a kontrol
tésztakhoz képest mind a rizs, mind a buza mintdk esetében. Az UPP% értéke a buza esetében a
beépitett x tipusu alegységek mennyiségének novekedésével egyenletesen novekedett €s egy platot
ért el. Ezzel szemben a rizs esetében az ugyanolyan ardnyu és mennyiségli HMW x-y beépités egy
maximalis gorbét eredményezett, ahol az UPP% az 50:50%-0s inkorporacid esetében érte el a
maximalis értéket. A tovabbiakban hozzidadott LMW fehérjék mennyiségének novelésével a
szamitott UPP% értéke szignifikdnsan monotonon csokkent a buzalisztben, mig a rizs esetében egy
maximum jellegi gorbét kaptunk, melynek maximuma az 1:3 aranyG HMW:LMW fehérje
beépitésnél volt. Ezzel azt tudtuk bizonyitani, hogy a lisztekhez kevert buza fehérjék beépiiltek az
alaplisztek fehérje matrixaba, megvaltoztatva ezzel a polimerek méretét.

AEzzel szemben az UPP% értéke buzatészta rekonstrukcios kisérletekben egyhanguan névekedett
egy felséérték elérésével az Bx alegységek inkorporalasa utan

A legfontosabb megallapitasunk, hogy mig a rizs esetében a fehérjék beépitése szinergikus
hatassal volt a rizstészta dagasztasi paramétereire, addig fehérjék ugyanilyen aranyu beépitése
a buzaliszt fehérje matrixaba nem mutatott szinergikus hatast. Szinergikus hatast korabban a
buza alapliszt esetében csak a D kromoszoman kodolt fehérje parok (Dx+Dy) esetében
figyeltek meg, mig Bx és By fehérjékre még nem. igy a buza glutenin fehérjék olyan
tulajdonsagait is megfigyelhettiik, melyekre korabban nem volt lehetdség. A kisérlet részletes

eredményei az Oszvald és mtsai. 2013 publikacioban olvashato.

2. ¢év

A (Dx5 és Dyl0) transzgént hordozé rizsnovények jellemzése. A transzkripciés mintazat
vizsgalata.

Ebben az évben a meglévd transzgénikus ndvényeink endospermiuban termelddd buza fehérje gének

transzkripcids idébeni valtozasat kovettiik nyomon.



A japan kutatok altal rendelkezéslinkre bocsatott 3 transzgenikus vonal (LMW-GS, 1By9-HMW-
GS) bugajabol mMRNS-t nyertiink ki a transzgének expresszidjanak nyomon kovetésére a viragzast

koveto 8.,12.,16.,19.,22., 28. napokon

Real Time PCR (gRT-PCR)

A transzgének expresszidjat valtozasat kvantitativ real-time PCR segitségével kovettiik nyomon a
szemtermés fejlodése sordn. Az expresszid szintjét a szakirodalom alapjan legstabilabbnak
mutatkozo 2 belsé kontroll génhez hasonlitva (Jain és mtsai 2006) vizsgaltuk. A transzgénikus rizs
novények koziil két vonalat vizsgaltunk az RT-PCR-rel.

A genetikailag modositott rizs vonalakban kvantitativ RT-PCR segitségével vizsgaltuk a 2 transzgén
(LMW ¢és HMW) expresszidjat a viragzast koveto 8., 12., 16., 19., 22., és 28. napon. Ehhez el6szor
magnesgyongyos modszerrel 6ssz mRNS-t nyertiink ki, mintanként 3-3 fejlodd szemtermésbdl, majd
atirtuk teljes cDNS konyvtarrd. A cDNS ellendrzése és a PCR reakciok optimalizaldsa utan a
transzkriptum mennyiségét kvantitativ RT-PCR segitségével SYBR technikaval mértiik. Az kapott

fluoreszencia eredményeket Pfaffl-modszerrel értékeltiik.

mRNS Kinyerés és cDNS konyvtarkészités

Az mRNS kinyerést 3 db, folyékony N2 segitségével homogenizalt fejlodd szemtermésbol
GenoVision mRNA Isolation Kit-tel végeztiik a gyarto eldirasainak megfeleléen. A DNaz-kezelés
eredményességét PCR reakcidval igazoltuk, a RUBC rizs ubiquitin konjugaz enzim génjére tervezett
primereket hasznalva. A kinyert 6ssz-mMRNS-t a DNaz-kezelést kovetden azonnal cDNS-sé irtuk at.

A reverz transzkripcidt a RUBC primerparral PCR reakcidval ellendriztiik

PCR reakciok

A cDNS konyvtar épségének ellendrzését és real-time PCR reakciok optimalizalasat hagyomanyos
PCR segitségével végeztilk. A primereket a megfeleld gének 3’ végére terveztilk; a masodlagos
szerkezetet, ill. a kapcsoldsi homérsékleteket az OligoAnalyzer internetes szoftver segitségével
ellendriztiik (2. Tablazat).

Az PCR reakciok végtérfogata 10 ul volt. A reakcid Osszetétele 1 unit Taq polimerdz, 1,5 mM
MgCI2, 1 mM dNTP, 1/10 térfogat Taq puffer, 0,5 uM primer, 10 ng templat DNS 10 pnl
végtérfogatban. A reakciohoz ICyclerTM BIO-RAD késziiléket hasznaltunk. A PCR programja: 5
perc 95°C kezdeti denaturacid, 36 (reakcid optimalizalds estén 27) ciklusban 15 sec 95°C
denaturacid, 20 sec kapcsolas, 20 sec 72°C lanchosszabbitds, majd 1 perc 72°C végsd

lanchosszabbitas.
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2. Tablazat: Alkalmazott specifikus primerek a real time PCR reakciok optimalizalasahoz

név szekvencia accession Nr. | cél

ReEFla-F | TTTCACTCTTGGTGTGAAGCAGAT AKOBL464 Belsd kontroll gén: Rizs eukariota

ReEF1a-R | GACTTCCTTCACGATTTCATCGTAA elongécits faktor 1a

RUBC-F CCGTTTGTAGAGCCATAATTGCA AKO59694 Bels6 kontroll gén: Rizs ubikvitin

RUBC-R AGGTTGCCTGAGTCACAGTTAAGTG konjugaz

HMW-E TCTCCACAACAGTCGGGAC ) o )
X12928 Buza By9 tipusi HMW glutenin

HMW-R TTTGTCCTGGATGTCCTTGTC

LMW-E ATCCCGCCATGAGTCAATC ] o .
TAU86030 Buza m- tipusu LMW glutenin

LMW-R ATCCCGCCATGAGTCAATC

RPDI-F1 GCTACAATCTTGGATGAGGC

RPDI-F3 TGTACAAGGTTACCCCACC AY987391 Rizs diszulfid izomeraz enzim

RPDI-R ATCTCGTCGGCTGTCCTGC

qPCR mérések

A gPCR esszék kivitelezéseshez Maxima SYBR Green gPCR Master Mix-et (Thermo Scientific) és
Applied Biosystems StepOne™ Plus Real-Time késziiléket és a StepOne™ v.2.2.2 szoftvert
hasznaltunk. A mért adatok kiértékelésé¢hez két szakirodalom alapjan vélasztott referencia gént (Jain
¢és mtsai. 2006; Jain, 2009; Li és mtsai. 2010) és a reakciohatékonysagokat is figyelembe vevé Pfaffl-

modszert alkalmaztuk.

Transzgének megjelenése a szemfejlodés soran

A génmodositott rizsvonalak a glutenin alegységfehérjéket kodold transzgént sajat endospermium
specifikus prométeriikkel és egyéb transzkripcios szekvenciaikkal egyiitt tartalmazzak (Liu €s mtsai..
2000; Araki és mtsai. 2008). Bar korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a buza tartalékfehérjék
promoterei mas ndvényekben is szigor@ian endospermium-specifikusan expresszalnak, részletesen
vizsgaltuk a transzgének expreszids szintjét a viragzast kovetden a termésfejlodés és a termésérés
soran az endospermiumban.

A hat mintavételezési idOpontban 6 mintdb6l (harom HMW- By9 és harom LMW-GS termeld
transzgénikus rizsvonal) szamitott génexpresszios értékeket a 2A. abra mutatja.

A tobbi mintatdl vald jelentds eltérése miatt a mindkét glutenin alegységfehérjéket (LMW+ HMW)

termeld vonallal a tovabbiakban nem foglalkoztunk, és a tovabbi elemzésekbe nem vontuk be.
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A A 3 vizsgalt gén expresszidja B PDI expresszid

0.25
8 12 16 19 22 28 8 12 16 19 22 28

—PDl ——HMW —— LMW PDI-#hrmw  —— PDI-#lmw

2. abra: A: A HMW és LMW gnek valamint a PDI enzim génexpresszioja a vizsgalt transzgénikus
rizsvonalakban a viragzast kovet6 kiilonb6z6 idépontokban. (8, 12, 16, 19, 22, 28 nap). B: PDI enzim gén
expresszios szintje a HMW és LMW GS fehérjéket termeld transzgénikus vonalakban

A buza glutenin fehérjék transzkripciés mintidzatdra kordbban, a buza endospermiumban elvégzett
kisérletekben azt talaltak, hogy a HMW GS fehérjék expresszidja alacsony volt az elsé néhany
napban, majd a 10 nappal a virdgzas utan az expresszio szintje jelentésen megemelkedett. A viragzas
utani 17-21 napon a fehérjék transzkripcioja ismét alul szabalyozott volt.

Az altalunk elvégzett qPCR eredményei azt mutatjak, hogy mind a Kis-, mind a nagy molekulastlyu
glutenin alegység esetén elmondhatod, hogy expresszidjuk szintje intenziven novekszik a rizs
szemtermés fejlodés sordn. Az génexpresszid szintje nagyjabol a virdgzast kovetd 22. naptol
csokken, de még a 28. napon is magasabb értéket mutat, mint a referenciagénként hasznalt haztartasi
géneké.

A nagy molekulasulyt glutenin alegység (HMW-GS) expresszios szintjének maximumat a viragzast
kovetd 16-19 nap kozt éri el a transzgénikus rizsek emdosperimumaban. Mig a kis molekulasulyt
glutenin alegység (LMW-GS) ennél korabban, ennek szintje mar a 19. napon alacsonyabb, mint a 16.
napon (2A. abra).

A buza prolamin fehérjék transzgénikus rizsben torténd transzkripcids vizsgalata hasonlo képet
mutatott, mint azt a buzdban megfigyelték. A buza promoterek tehdt a rizsben is hasonloan
szabalyozzak a gén expressziot mint a buzaban. A buza tartalékfehérjék ugyanugy szerepet jatszanak
a rizs endospermium feltoltésében az érés soran. Mivel transzkripcidjuk hasonld, mint a buizédban, ez

IS bizonyitja annak lehetéségét, hogy egy idegen kornyezetben vizsgaljuk oket.

PDI expresszio a szemfejlodés soran
Korabbi munkank sordn azt tapasztaltuk, hogy egy nagy molekulastlyt buza glutenin (Dx5)
tartalmaz6 génmodositott rizsvonalban az érett szemtermésben megemelkedik a protein diszulfid-

izomeraz (PDI) fehérje mennyisége (Oszvald és mtsai 2013).
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Feltételezhetéen a megnovekedett PDI enzim szint pedig hatassal van a tartalékfehérjék
polimerizacidjara a transzgénikus rizsben. Ezért a PDI fehérjék attétesen hatassal lehetnek a rizsliszt
stitdipari minéségére. Korabban a PDI enzim pozitiv hatasat figyelték meg a buzatészta dagasztasi
tulajdonsagaira olyan in vitro kisérletekben, ahol buza glutenin alegységfehérjéket inkorporaltak a
tésztaba (Cnadler és mtsai. 1996).

Tovabba azt is feltételezhetjiik, hogy a megndvekedett PDI enzim szintje a mi HMW-GS alegységet
termeld transzgénikus rizs vonalainkban részben felelds lehet a megvaltozott fehérje eloszlasért is,
illetve a megnovekedett polimer fehérjék aranyaért. A rizs prolamin és globulin fehérjék, melyek a
monomer formaban vannak jelen a vad tipusban, a polimer fehérjék részét képezik a
transzgenikusban (Oszvald és mtsai. 2013).

A rendelkezésiinkre allo két transzgénikus vonalban (HMW-By9 és LMW-GS) ezért vizsgaltuk a
PDI expresszios szintjét is mRNS szinten. Bar szakirodalmi adatok szerint nincs sziikség a PDI
jelenlétére a buza glutenin polimerek kialakuldsahoz (Shewry & Tatham, 1997) elképzelhetd, hogy

az ER-ben megjelend jelentds mennyiségii diszulfid-hid visszahat a PDI fehérje expresszidjara.

A génexpresszios vizsgalatokbol az latszik, hogy bar a glutenin gének expresszidja nagyobb értéket
mutat a viragzast kovetd 12. napon, ezek késdbb érik el az expresszid cstcsat, illetve szintjiik is
keésobb kezd el csokkeni, mint a PDI mRNS szint. Ezért nem valdszinii, hogy a nagy mennyiségii
rekombinans transzkriptum inicializalnd a PDI expresszidt a virdgzast kovetd idészakban. Ez
Osszhangban van a buza esetén leirtakkal, ahol szintén megelézi a PDI expresszidos csucsa a
tartalékfehérjékét. Grimwade és munkatarsai (1996) mRNS szintli vizsgalatokat végeztek buzaban,
ahol a DPI expresszid csucsat a viragzast kovetd 14. napon figyelték meg. Fehérjeoldali
vizsgélatokban a PDI fehérjemennyiségének csucsa a virdgzast kovetd 17. napon volt megfigyelhetd,
mig a tartalékfehérjék jellemzden a 14-28 nap kozott mutatnak expresszios csticsot (Shimoni et al.,
1995).

Bar expresszios profiljukat tekintve a PDI és LMW gének korreldlnak, mig a HMW tdliik eltérd
lefutast mutat, kiilon megvizsgalva a HMW-t és LMW-t expresszald vonalakat azt tapasztaljuk, hogy
a HMW-t expresszald vonalakban nem szignifikansan, de magasabb expresszids érték mérheté (2A
abra). A PDI fehérje génexpresszios profilja csaknem ugyanazt a képet mutatta az HMW és az
LMW-GS fehérjéket termeld transzgénikus rizsmintdkban (2B dbra).

A mag tartalékfehérjék megfelelé szerkezetének kialakulasa a PDI fehérje altal szabalyozott. Ezért
logikus a PDI fehérje expressziojanak az Osszekapcsolasa a glutenin fehérjék termelddésével. A
buzaban azt figyelték meg, hogy a PDI gén expresszidja mar a tartalékfehérjék endospermiumban

valéo megjelenése eldtt megkezdddik. A PDI korédbbi transzkripcidja megkdnnyiti a PDI fehérje
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termelddését, ami segit a HMW glutenin alegységfehérjék felhalmozdodasdban és a sikér polimer
fehérjéinek kialakitdsaban a magfejlodés soran. A PDLL gének expresszidja a magfejlodés kozeépso
szakaszaban a legintenzivebb, ami ndveli az intermolekularis diszulfid hidak kialakitdsanak
lehetdségét a mag késobbi fejlodési fazisaban. Ez az elmélet alatdmasztja a nagy polimer fehérjék
drasztikus novekedését és stabilizalodasat az atrendezett vagy formalddott intra-molekularis diszulfid

kotések altal.

A transzgenikus rizsvonalak szemtermésének vizsgalata fehérje oldalrél (SDS-PAGE, western
blot analizis)

Az el6z0 évben elvégzett transzformaciot kovetden, a HMW Dx5 glutenin fehérje alegységeket
expresszalo transzgenikus novények Glu-1Dyl10 génnel torténd Gjra transzformalasanak sikerességét
specifikus primereket alkalmazé PCR —rel bizonyitottuk.

Ebben az évben a fehérje expressziot is vizsgaltuk a transzgénikus rizsvonalak endospermiumaban.
Ehhez a magok endospermiumébdl fehérjét nyertiink ki. A felnevelt 10 névénybdl, melyben mind a
Glu-1Dx5 és Glu-1Dy10 gén bizonyitottan jelen van, csak 3 fiiggetlen vonalbol kaptunk
szemtermést. Ezen vonalak magjabol fehérjét nyertiink ki a fent emlitett modszerrel. A kapott
fehérjét redukald SDS akrilamid gélen elvalasztottuk (Leammli és mtsai. 1970) és Western blot

analizissel kimutattuk a transzgénrdl termelddott bliza HMW glutenin tartalékfehérjét.

Western blot analizis

A transzgenikus rizs ndvények HMW-Dx5 és Dy10 glutenin alegység fehérje expressziojat western
blot analizissel is vizsgaltuk. Els6 Iépésben a transzgénikus ndvények endospermiumabol kinyert
fehérjéket SDS-PAGE —segitségével elvalasztottuk, majd a fehérjéket egy nitrocelluléz (PVDF)
membranra transzferaltuk. A szlrdpapirok kozott elhelyezett membrant és az akrilamid gélt
tartalmazo ,,szendvicsben” a fehérjéket BioRAD Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell késziilékben
130 mA alland6 aramerdsségen 15 percig ,,Towbeen” puffer segitségével transzferaltuk.

A membrant blokkolas utan el6szor a HMW fehérjékre specifikus antitestettel (HMW-R2) (Denery-
Papini és mtsai. 1996), majd masodlagos (nyul) antitesttel kezeltiik. A membrant NBP/BCPI
szubsztrat és enzim kombinaciojaval torténd kezelés utan a szinesen megjelend savokat analizaltuk
(3.4bra).

Az alkalmazott elsédleges antitest (HMW-R2) specifikus valamennyi HMW glutenin fehérjére, igy a
membranon a kettdsen transzformalt rizsmagok esetében két sdv megjelenését vartuk. Egy savot
mely megfelel a biza HMW Dx5 (85 kDa) és egyet, ami a buiza HMW Dyl0 (68 kDa)

alegységfehérje méretének.
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3. abra. Transzgénikus rizsek western blot analizise

AXx2

Dx5 : : SN e ~=l HMW-DX5
Bx7 — - —== 4\\W-Dy10
By9 - )
Dy10” - ' .

y 2 4 5 6 7

1: buza kontrol, 2-7: transzgénikus vonalak.

Az antigén-antitest reakci6 kovetkeztében a membranon megjelent savok a fehérje expresszidt
igazoltak. A vizsgélt vonalak koziil egy vonalban bizonyitottuk mind a két HMW-GS fehérje
expressziojat (3. arba #3). A csak Glu-1Dyl0 transzgén tartalmazé vonalunkban a HMW Dyl0
alegységfehérje jelenlétét is sikeriilt kimutatnunk (#7).

Sajnos a kevés maghozam miatt, ezekbdl a ndvényekbdl sem tudtunk a késObbiekben reoldgiai

kisérleteket elvégezni.

Tartalékfehérjek SE-HPLC vizsgalata transzgénikus rizsvonalakban

A fehérjék molekulaméret eloszlasat, illetve a transzgénikus rizsvonalakban expresszalt buza
tartalékfehérjék hatdsat a polimer fehérjék ardnyardra a rizslisztekben SE-HPLC analizissel
vizsgaltuk. A fehérjéket a mar fent emlitett modon extrahaltuk a transzgénikus rizsmagokbdl. Az

oldhatatlan polimer fehérjék mennyiségét (UPP%) a 4. abra mutatja.

A UPP% B UPP%
70.00 160
60.00 " 140
120
S0.00 T
100
40.00
80
30.00
60
20,00 a0
10.00 20
0.00 (4]
LGC1 HMW LMW LH-MW BC Ha #16 #39

4, arba: A: UPP% értéke a HMW GS By9 és LMW GS fehérjéket expresszalo transzgénikus rizsvonalakban. LGC1: nem
transzformalt Nipponbare, HWM: By9 alegységet tartalmazo, LMW: LMW-GS fehérjét expresszalé, LH-MW, mind a
By9 és LMW-GS fehérjét termeld transzgénikus rizsvonalak. B: UPP% értéke a HMW GS Dx5 és/vagy HMW GS Dy10
fehérjéket expresszalo transzgénikus rizsvonalakban a kontrolhoz viszonyitott (=100%) szazalékos aranyban. BC:
transzformacion atesett, negativ kontrol. #8, #16 és #39 transzgénikus rizsvonalak.

14

A UPP% értéke valamennyi vizsgalt altalunk eldallitott transzgénikus rizsvonalban a kontrolhoz
viszonyitva szignifikansan nétt (4B abra). Ez azt jelenti, hogy a polimer fehérjék aranya ezekben a

vonalakban megndvekedett a nem transzgénikus mintdkhoz képest. Feltételezziik, hogy a blza
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fehérjék beépiiltek a rizsfehérjék polimer matrixaba novelve ezzel a polimer fehérjék mennyiségét.
Ebbdl kifolyodlag, bar megfeleld0 mennyiségli mag hidnyadban a dagasztasi kisérleteket nem tudtuk
elvégezni, de feltételezhetjiik, hogy ez a fehérje kombinaciéo (Dx5+Dyl0) szintén pozitiv hatdssal
van a rizstészta dagasztasi paramétereire. Habar az UPP% értékek arra a kérdésre nem adnak valaszt,
hogy vajon ezek a fehérje alegységek onmagukkal formalnak hossz polimer lancokat, vagy a
rizsfehérjék polimerizalodasra alkalmas alegységeivel lepnek kapcsolatba. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasa tovabbi kisérleteket igényel.

Az altalunk eldallitott transzgénikus rizsvonalak mellett a japan kukatd csoporttél kapott HMW-GS
By9, LMW-GS, illetve HMW-By9 ¢és LMW-GS alegységfehérjéket termelé rizsmagok
endosperimumanak fehérje eloszlasat is megvizsgaltuk SE-HPLC segitségével (4A abra).

A transzgénikus vonalak UPP% -anak értéke ebben az esetben is jelentds eltérést mutatott a
kontrolhoz képest. A legnagyobb valtozast (csaknem 20%-os eltérést) az LH-HMW, azaz a két
transzgénikus vonalak (By9 és LMW-GS) keresztesése utan kapott rizsvonalakban tapasztaltuk. Ez
nem meglepd, hiszen a glutenin fehérje alegységek ezekben a vonalakban fordulnak el6 a
legnagyobb mennyiségben. Az UPP% értékek azt bizonyitjak, hogy a buza fehérjék expresszidja a
rizsek endospermiumaban hatassal volt a rizs fehérje Osszetételére, és a nagyobb molekulaméretii
fehérjék mennyiségének iranyaba valtoztatta meg annak dsszetételét.

A kromatogramok kiértékelése azt mutatta, hogy a fehérjék aranya a nagyobb molekulaméret
iranyaba tolodtak el mind az oldhat6, mind az oldhatatlan frakciokban a kontrol, azaz a nem
transzformalt mintdhoz viszonyitva.

AZ SE-HPLC Kkisérletek tehat azt bizonyitjak, hogy az expresszalt buiza fehérjék részei az alaplisztek
fehérje matrixdnak. Annak bizonyitasara, hogy az igy létrejott polimerek a buza fehérje alegységek
polimerizalodasaval, avagy a rizs fehérjékkel kolcsonhatast kialakitva jonnek létre, erdfeszitéseket
tettiink nemzetkozi egytittmitkodésben torténd vizsgalatra.

Valamennyi transzgénikus vonalbol fehérjét izolaltunk az Oszvald és mtsai. (2013) alapjan, majd
eljuttattuk a Murdoch University-re Prof Wujun Ma laboratoriumaba (Perth, Ausztralia), MALDI-
TOF elemzésre. Wujun Ma a 12. Gluten Workshop-on Pekingben (2012) tartott eléadasan arrdl
beszélt, hogy MALD-TOF segitéségével képesek voltak megallapitani az aktiv cisztein aminosavak
szamat glutenin alegységfehérjékben. Azt reméltiik, hogy a mi transzgénikus rizseinkbdl izolalt
fehérjéken elvégzett MALDI-TOF vizsgélatok segitségével kdzelebb juthatunk annak a kérdésnek a
megvalaszolasara, hogy a szabad cisztein aminosavak milyen kolcsonhatas kialakitasara képesek a
rizs endospermiumban a prolamin fehérjék jelenlétében. Tovabba arra a kérdésre is valaszt

kaphatnank, hogy a buza fehérje alegységek vajon onmagukkal alkotnak polimereket avagy
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intenzivek kolcsonhatnak a rizs tartalékfehérjéivel. Sajnos az elkiildott mintdkbodl az ausztralok nem

tudtak semmi kézelfoghato eredményt elérni.

3-4. év

LMW glutenin és a 3 féle analég glutenin (ANG) rekombinans fehérjék bakterialis
expresszioja és inkorporalasa rizs alaplisztbe

A glutenin makropolimer a sikér egyik f6 Osszetevdje, mely meghatarozza a tészta nyujthatosagi
tulajdonsagait. A glutenin alegységfehérjék specifikus szerepe a glutenin makropolimer szerkezeti
felépitésében eddig még nem teljesen tisztazott.

Az ismert, hogy buza glutenin fehérjék egyik jellemzd tulajdonsaga, hogy szabad SH csoportjaik
altal inter- és intramolekuléaris diszulfid hidak kialakitasara képesek, melyek fontos szerepet
jatszanak a sikér polimerszerkezetének kialakitasaban. Szamos modell létezik a sikér szerkezetének
leirasara, mint pl egy, ahol a HMW alegységek egy linearis vazat alkotnak, melyrél az LMW
alegységfehérjék oldaliranyban agaznak el. Az elegységek kozotti kapcsolodast befolyasolja az
alegységek diszulfid-hid kialakitasi képessége. Korabban bizonyitottdk, hogy a cisztein aminosavak
szama ¢és helybe az LMW-GS fehérjéken beliil meghatarozza, hogy a fehérjének lanchosszabbito
vagy lancterminal6 hatasa van a polimer felépitésében (Lindsey és mtsai. 2002).

A cisztein aminosavak hatdsanak tanulmanyozasara Tamas és mutsai. (2002) 1étrehoztak un. analog
fehérjéket (ANG), olyan moédositott C hordein molekulakat, melyek egyedi révid N és C -terminalis
doménnel rendelkeznek a kozponti repetitiv régiohoz kapcsolva (SA. abra).

Az ANG fehérjék az arpa C hordein fehérjék mutacidjabol szarmazo fehérjék, melyek szerkezetileg
hasonlitanak a buza ®-gliadinokhoz. Haromféle analog fehérjével dolgoztunk, melyek az N és C
termindlison eltérd szamu cisztein rezidumot tartalmaznak, igy eltérd inter- és intramolekularis
diszulfidhid kialakitasara képesek. Az IN fehérjék egy Cys molekulat tartalmaznak a N terminalison,
mig a 2N1C molekuldk 2 db Cys aminosavat az N és egy Cys-t a C terminalis régioban, a 2N2C
fehérjék pedig mindkét termindlison 2-2 cisztein aminosavat tartalmaznak (Tamas és mtsai
2002).Ezeknek az ANG fehérjéknek egy csoportjat baktériumban expresszaltattunk és tisztitottuk,
majd hatdsukat a rizstészta dagasztdsi paramétereire tészta rekonstrukcids kisérletekben
tanulmanyoztuk (5B abra).

Az E. Coli-ban expresszalt glutenin analdog fehérje izolatumok 10mg (IN, 2NIC, 2N2C)

mennyiségben rizs fehérjéi kozé épitettiik be a korabban kidolgozott modszer segitségével.
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5. abra: A: ANG ( analog fehérjék) sematikus abraja) B: Bakterialisan expresszalt és tisztitott ANG
fehérjék SDS-PAGE analizise

Az ANG fehérjék inkorpordacidja rizstésztaba

Az dagasztasi kisérleteket a micro z-arm mixer egy prototipusaval végezetik (BME, Alkalmazott
Biotechnolégia ¢és Elelmiszer-tudomanyi Tanszék). A kovetkezd dagasztasi paramétereket
vizsgaltuk: tészta kialakuldsi id6 (dough development time- DDT), tészta stabilitasa (stability-ST) és
az ellendllas rezisztencidja (resistance breakdown-BD). A tésztadk dagasztasi gorbéinek kozépvonalat
a 6A-C abra mutatja be.

A tésztak dagasztasi gorbéin jol latszik, hogy az 1N és a 2N1C fehérjék hatasara negativ iranyba
tolodtak el a gorbék az ANG fehérjéket nem tartalmazo rekonstrualt tésztakhoz viszonyitva. Ezzel
ellentétben a 2N2C fehérjék beépitésének pozitiv hatdsa volt a dagasztisra, egy a kontrollhoz
viszonyitott erésebb tésztat eredményezve.

A paratlan szdml ciszteint tartalmazé HMW-analdg fehérjék (1IN és 2NI1C) inkorporacidja a
kontrollhoz képest gyengébb tésztat eredményezett. A mikro z-arm mixeres mérés soran kisebb
maximalis rezisztencia értékeket, nagyobb rezisztencia ellenallast és a tészta stabilitdsdnak
csOkkenését tapasztaltuk.

Ezzel ellentétben a rizstészta dagasztasa sordn a tészta kialakulasi id6 az 2N2C fehérje alegységek
inkorporacioja utan novekedett. A 10 mg fehérje beépitése 12%-ban megnovelte a DDT értékét a

kontrollhoz képest. A tészta stabilitasa nétt, az ellenallas mértéke csdkkent az inkorporacio utan.

Tamas és mtsai. (1998) a kordbbi, buzara elvégzett munkaikban azt demonstraltak, hogy a modell
fehérjék inkorporaldsa utdn a makropolimer méreteloszldsdban bekovetkezd kiilonbségek
Osszefiiggnek a modell fehérjék diszulfidkotd képességével. Az 1IN fehérjék ugy viselkedtek, mint
monomer fehérjék, és csak kis valtozast eszkozotek a glutenin makropolimer méreteloszlasdban az

inkorporaci6 utan. Az 1IN analdég fehérjék csokkentették a polimer atlagos molekulaméretét,
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konzisztensen lanczard hatassal birnak, mig a 2N2C alegységek aranyosan novelték a sikér fehérjék
polimer frakcidjat, kovetkezésképpen lanchosszabbito hatdssal rendelkeztek.

Hasonldéan a buza kisérletekben tapasztalt eredményekhez, a paratlan szdmu ciszteint tartalmazo
fehérjék (1IN és 2N1C) a rizstésztaban is lanczard hatasinak mutatkoztak, mig a paros szamu
ciszteint tartalmazé fehérjék (2N2C) hatékonyan épiilhetnek be a rizs polimer szerkezetbe, a tészta

er6sodését eredményezve, lanchosszabbito alegységgént mitkddve.
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6. abra: abra: Inkorporalt ANG fehérjék z-arm mixeres gorbéi. A: 10 mg 1N, B: 2N1C és C: 2N2C fehérjét
tartalmazo rizstésztak dagasztasi gorbéi a re-oxidalt (kontroll) gérbékkel egyiitt.D: UPP% értékek az analdg
fehérjék rizstésztaba torténd beépitése utan. 1N, 2N1C és 2N2C: vizsgalt analog fehérjék

A rizstészta fehérje matrixanak (polimerek) jellemzése (SE-HPLC kromatogrdfia)

A vizsgalt analég molekuldk lanczar6 illetve lanchosszabbité tulajdonsagat a polimerfehérjék
méreteloszlasanak vizsgalataval is bizonyitottuk. Az analog fehérje molekuldk rizslisztbe torténd
inkorporaldsa utdn a fehérjék méreteloszlasanak tanulmanyozasara itt is SE-HPLC analizist
végeztiink a kordbbiakban leirtak alapjan. A kialakult tészta polimer fehérjék szerkezetének SE-
HPLC vizsgalatakor az 1N inkorporacidja esetén csokkent a polimer fehérje frakciot, valamint a
polimer fehérjéket tartalmazd oldhatdo és oldhatatlan frakci6 ardnyanak (UPP%) csokkenését
tapasztaltuk (6D abra). Ez a hatas a 2N1C inkorporacié esetén nem volt kimutathatd. A lancépitd

tulajdonsagu 2N2C HMW-analog inkorporacidjakor a tészta er0sddését tapasztaltuk. A ldnczard
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fehérjékkel ellentétben a maximalis rezisztencia értékek, a tészta stabilitdsa, a polimer frakciok

aranya mellett az UPP% értéke is novekedett.

A rizs polimerfehérje szerkezet tanulmanyozasa jelolt fehérjékkel

A glutenin makropolimer a legfontosabb sikér komponens, mely meghatarozza a tészta
nyujthatosagat. Korabbi kutatasok azt bizonyitottak, hogy a glutenin polimer szerkezete valtozik a
tészta keverés soran (Lindsay és mtsai. 2000). A makropolimeren beliili kovalens kotések
mennyiségét befolyasolja a cisztein aminosavak szama ¢€s pozicidja meghatarozva ezzel ezen
alegységfehérjék lanchosszabbité vagy lancterminald hatésat.

A jelenlegi technologiakkal nehéz LMW és HMW fehérje alegységeket tisztitani, igy a cisztein
molekulak szamanak és szerepének tanulmanyozasara Lindsey és mtsai. (2000) egy modell vad
tipust fehérjét (arpa C hordein fehérje, mely homolog a buza m-gliadin fehérjéivel) és ennek mutans
valtozatait alkalmaztak kiséreleteikben.

Ehhez hasonloan a palyazat soran két modell fehérjét (1N és 2N2C) fluoreszes probaval torténd
jelolés utan tészta rekonstrukcids kisérletekben vizsgaltunk. A jelolt fehérjék eloszlasat konfokalis

fénymikroszkoppal tanulmanyoztuk a dagasztas sordn a rizstésztaban.

Fehérjék jelolése FITC-cel

A kisérletekhez az 1N és 2N2C fehérjéket a korabbiakban leirtak alapjan E. Coli-ban expresszaltuk
és tisztitottuk. A fehérjéket fluorophore fluoresccin isothiocyanate (FITC)-vel jeloltik. 10 mg
liofilizalt ANG fehérjét 3 mL 50%-0s n-propanol-0.1 M karbonat pufferben (pH 8.5) oldottuk.
Ezutan 3 mL FITC (10mg/ml DMSO-ban oldva) oldatot csepegtettiink az oldathoz. A fehérje-FITC
oldatot 2 oran keresztiil finoman kevertettiik, majd a felesleges FITC eltavolitasara a mintakat 0.1 M
ecetsavval szemben 48 Oran keresztiil dializatuk. A jelolt fehérjéket a tovabbi kisérletekig
lefagyasztottuk. A FITC jelolés mértékét a fehérje festék aranyaban a kovetkezd egyenlettel
hataroztuk meg:

MFITC/Mprotein= (6-09 X Asgs X Mr protein) / Cprotein x MrFITC x 102 ahol Aases = abszorbancia
496 nm-en, Mr= a fehérje molekulatomege, Cprotein = fehérje koncentracioja, MrFITC a FITC
molekula relativ molekulatomege. A C hordein molekulatomege 28 kDa, a FITC molekulatomege
389.4 Da. A tisztitott fehérje koncentraciot commassie G-250 kotédéssel hataroztuk meg.

A jelolt fehérjéket ezutan mikro z-arm mixerrel a mar korabban leirt modszer segitségével
inkoporaltuk a rizstészta fehérje szerkezetébe, majd meghatdroztuk a dagasztdsi paramétereket. A

tésztakbol mintat vettiink azon a ponton, mikor a tészta rezisztencia értéke (PR) eléri a maximumot,
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azaz a maximalis tésztakialakulasi id6nél (DDT), majd az ezt kovetéen minden 5 percben. A
dagasztasi id6 teljes hossza 20 perc volt.

A kb 2 mm? —nek megfelelé mennyiségii tésztdkat a maximum rezisztencia értékek elérése utan 40x
magnitidon konfokalis 1ézer mikroszkoppal (488/510-30 nm spectra Leica CLS Microscope)
analizaltuk. A tésztakbol vett mintakat Coomasie Brilliant Blue-val festve fénymikroszkop alatt is
tanulmanyoztuk (7A abra). Az abra a maximalis ellenallas értékét elért tésztabol vett mintat mutatja
be.

A konfolalis mikroszkop segitségével nyomon kovethetjiik a jelolt modell fehérjék eloszlasat a
tésztaban. A metszeteken azt latjuk, hogy a két jelolt inkorporalt fehérje eloszlasa a rizstésztaban
kiilonb6zott megerdsitve azt a tulajdonsagukat, hogy a kiilonb6zd glutenin fehérjék kolcsonhatdsa
mas és mas a sikér makropolimerben.

A mikroszkop alatt megfigyelt mintdkon latszott, hogy a FITC jelolt ANG fehérje alegységek
diszulfidkotések kialakitdsdra voltak képesek a rizstészta fehérjééivel. Mindkét fehérjealegység
kotédik a fehérje matrixhoz ahogy azt a fénymikroszkopos felvételeken latni lehet (7A abra).

1N-FITC 2N2C-FITC

-

7. abra. ANG-FITC (1IN és 2N2C) fehérjéket tartalmazo6 rizstésztak mikroszkopikus képe. A: Metszetek
Comassie Blue festéssel fénymikroszkop alatt. B: Metszetek konfokalis mikroszkdpos képe.

A jelolt IN és a 2N2C fehérjék eloszlasa meglehetésen egyenetlen volt a tésztaban, ahogy az a
fluoreszcens jelbdl latszik (7B abra). Az 1IN alegységnek nem volt meghatdrozott szerkezeti
konformacidja. A konfokalis 1ézer mikroszkdpos kép alapjan feltételezhetjiik, hogy néhany diszulfid
kotés kialakitasaban részt vesz, és annak a tiikrében, hogy csak egy szabad cisztein molekulaval

rendelkezik ezért valoszinii, hogy lancterminatorként viselkedik (7B abra).
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Ezzel szemben a jelolt 2N2C alegységfehérjék meghosszabbitott szerkezetet mutattak a tésztdba
torténd  beépités utan, ami megfelel lanchosszabbitd tulajdonsagaiknak. A dagasztas
elérehaladottaval a rizstésztaba inkorporalt alegységek szerkezete hosszabb iranyban terjeszkedo,
kiilonallé egységeket mutatott a mikroszkopikus képen. A dagasztds végével, az alegységek
eloszlasa egyre véletlenszeribb volt, a tészta szerkezetében az aggregatumok voltak a jellemzobbek
(7B. abra).

A jelolt fehérje alegységgel elvégzett kisérletek bizonyithatjdk a beépitett buza glutenin
alegységfehérjék (jelen esetiinkben a modell fehérjék) kolcsonhatédsait, a rizst endogén fehérjéivel,

illetve a cisztein molekuldk szamanak szerepét a szerkezet kialakitasaban.

Osszefoglalé

A jelen palyazatban azt vallaltuk, hogy a buza tartalékfehérjéket egy sikérmentes kornyezetben
vizsgaljuk (esetlinkben a rizs), ahol a buza endogén fehérjék nem befolyasoljak az eredményeket. A
korabbi palyazatban létrehozott HMW-GS fehérjét termeld, és a japan egyiittmiikddés keretében
kapott kiilonb6z6 glutenin fehérjealegységeket termeld transzgénikus rizsvonalakat is vizsgaltuk.
Tovabba tésztarekonstrukcios kisérletekben in vitro koriilmények kozott is tanulmanyoztuk a biza
glutenin, illetve glutenin analog fehérjék hatasat a rizs és buzatészta dagasztasi paramétereire.
Sikeresen létrehoztunk, illetve vizsgaltunk kiilonb6zd glutenin alegységfehérjéket termeld
transzgénikus rizseket. A génexpresszios vizsgalatokbol kideriilt, hogy a buza endospermium
specifikus promoterei hasonléan szabalyozzak a glutenin fehérjék transzkripcidjat a rizsben, mint a
buzaban. A PDI fehérje megndvekedett expresszidja a transzgénikus rizsekben feltehetden segiti a
fehérjék masodlagos szerkezetének felvételét, illetve az inter-€s intramolekuléris diszulfid kotések
kialakitasat mind a buza alegységfehérjék, mind pedig a rizs polimer fehérjéi kozott.

Sikeres keresztezéssel 0 Osszetételi HMW és LMW glutenin alegységeket termeld transzgénikus
rizsvonalakkal rendelkeziink, melyek lehetdséget adnak ujabb kisérletek elvégzésére, illetve ezen

fehérjék jobb megismerésére.

A rizslisztbdl készitett tészta dagasztasi tulajdonsagait a buzéanal sikerrel alkalmazott mikro z-arm
mixeres technikaval jellemeztiik. A kiilonb6z0 baza glutenin alegységekkel inkorporacios
kisérleteket végeztiink rizs és buzalisztbe, majd 6sszehasonlitottuk ezen fehérjék hatasat a dagasztési
paraméterekre. Valamennyi esetben pozitiv valtozast figyeltiink meg a kontroll tésztakhoz képest, és

a inkoprodacio6 utan egy erdsebb, stabilabb tésztat kaptunk.
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A kisérletekbdl az is kidertil, hogy a kiilonb6zé egyéni HMW glutenin alegységek kombinaciéban
torténd inkorporacidja eltérd hatassal volt a rizstészta dagasztdsi paramétereire a buzaliszthez
viszonyitva. A buza alapliszten végzett korabbi kisérletek szerint az olyan egyéni HMW glutenin
alegységek paronkénti (Dx5+Dyl0, vagy 2+12) inkopracidja, ahol az alegységek 1:1 aranyban
voltak jelen szinergikusan ndvelte a dagasztasi paramétereket. Az inkorporalt Bx6, Bx7 alegységek
aranyanak csOkkenése a By8 alegységfehérjékhez képest a buzaban egy platot eredményezett, mig a
rizstésztak dagasztasi paraméterei maximum vagy minimum jelleget mutattak. Tovabba
megallapitttuk, a rizs esetében a fehérjék beépitése szinergikus hatdassal volt a rizstészta
dagasztasi paramétereire, addig fehérjék ugyanilyen aranyu beépitése a buzaliszt fehérje
matrixaba nem mutatott szinergikus hatast a Bx ¢és By tipusu alegységek esetében. Ennek oka
feltehetden a rizs polimerek ¢és a buza gluteninek kozott 1étrejott egyéni kdlcsonhatasnak az
eredménye.

Az irodalombdl ismert, hogy a HMW glutenin alegység molekuldknak hasonld a szerkezetiik,
amennyiben mindegyik tartalmaz egy hosszl, ismétlddd aminosav szekvencidbdl allo kdézponti
domént. Ez a szerkezeti elem méretében igen valtozd, s ez magyarazhatja egyrészt az egyes
molekuldk mindségre gyakorolt hatasaban vald eltérést. A szerkezet a molekuldnak egy hosszu
palcikaformat és elasztikussagot (molekularis rugd) kdlcsondz. A kozponti elemet kozrefogd N- és
C-terminalis régid tartalmazza tobbnyire a cisztein aminosavakat, melyeknek elsddleges szerepe van
a sikérben talalhatd orids molekulatomegli polimerek kialakitasdban, diszulfid hidakon keresztiil.
Feltételezhetjiik, hogy a cisztein aminosavak szdma €s eloszlasa a molekulan beliil nagy hatassal van
a polimer biofizikai tulajdonsagaira. A legjobb tulajdonsagot hordozé 1Dx5 alegység négy ciszteint
tartalmaz az N- és 1-et a C-terminalisban. A négy SH csoport az N-terminalis régioban teljesen
egyedi -a tobbi x-tipusu fehérje csak 3-at tartalmaz- és feltehetden erds hatassal van az 1Dx5
alegység kiemelkedden jo tulajdonsagara.

Az analog fehérjék rizstésztaban torténd vizsgalata Gjabb bizonyitékként szolgal a szabad cisztein
molekuldk szdmanak és elhelyezkedésének szerepére a diszulfid kotések kialakitasaban. A
mikroszkopikus technika segitségével nyomon tudtuk kovetni a beépitett buza analdgfehérjék
eloszlasat a rizstésztdban. Megfigyeléseink bizonyitékul szolgalnak a rizsfehérjék €és az analog
buzafehérjék kolcsonhatasara.

A dagasztasra gyakorolt hatasaval parhuzamosan a fehérjék polimer-kémiai tulajdonséagait is
kovettiik. A rizstészta dagasztasi paraméterei €s a fehérjefrakciok mennyisége kozotti viszony
tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy — a buzatészta tulajdonsagaival analog moédon — Szoros
Osszefiiggés mutathato ki a lisztben talalhaté nagyméreti polimerek UPP%-ban kifejezett

mennyisége és a rizstészta dagasztasi tulajdonsagai kozott.
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Az eredmények Osszefoglalasaként elmondhatd, hogy a rizs tartalékfehérjék mennyisége,

polimer/monomer aranya, az oldhatatlan polimer fehérje frakcid6 mennyisége szerepet jatszik a tészta

dagasztasi tulajdonsdgainak kialakitasban. A rizs, mint modell rendszer alkalmas a buza

tartalékfehérjéknek a technologiai paraméterek kialakitasaban betoltott szerepének a vizsgalatara. A

kisérletek rendelkezésiinkre all6 hidnymutdns buzavonalakbol izolalt egyes HMW glutenin

elegységek 10%-os beépiilése a rizsfehérje matrixba megvaltoztatta annak funkcionalis

tulajdonsagait. Ebbdl az kovetkezik, hogy az in vivo transzgénikus rizsben expresszalt HMW

glutenin alegységfehérje ilyen mértékii termelddése hatassal lehet a rizs dagasztasi tulajdonséagaira.

Az altalunk 1étrehozott HMW-GS alegység fehérjéket termeld rizs csak egy eldnemesitési folyamat

eredménye, amibdl nemesitési folyamatokban elit fajtdkkal Osszekeresztezve megfeleld

terméshozamu és rezisztencidju fajta hozhato 1étre.

Az ilyen fehérjéket termeld rizsfajta olyan fogyasztdi kor szdmara teremthet lehetdséget siitOipari

termékek fogyasztasara, akik panaszaik miatt eddig nem élvezhették. Az MTA Martonvasari

kutatocsoportjaban elvégzett kisérletekbdl (Dr. Juhasz Angéla) feltételeztetd, hogy a toxikusnak vélt

HMW GS fehérjék csak a colidlkisok egy részére jelentenek igazi veszélyt, mig egy jelentOs

csoportjuk biztonsaggal fogyaszthatna ilyen termékeket. Ezen feltételezés alatamasztasa jelenleg is

folyik. A jovoben a HMW glutenin alegységben dusitott rizs lehetséges alkalmazasi teriileteit, illetve

a célkitlizésben megfogalmazott gluten intoleranciaval rendelkezd betegek szaméra az 1 rizsfajta

fogyasztasanak lehetdségét esetleges toxikoldgiai vizsgalatok is igazolhatjak.

Az 1) tulajdonsagl, jobb dagasztidsi paramétereket mutatd, tobbféle buzafehérjét expresszalod

rizslisztek pedig esetleg alkalmasak lehetnek egy jobb siité ipari tulajdonsaggal rendelkezé

rozskenyér eldallitasara. A toxikologiai vizsgalatok eredményétdl fliggden pedig ezek a rizslisztbol

késziilt termékek alternativ €élelmiszerként szolgalhatnak a lisztérzékenységben szenveddk szdmara.

A BME Alkalmazott Biotechnologia és Elelmiszertudomanyi Tsz-én, Toémoskozi  Sandor

laboratoriumaban mikro méretben (10 g) kenyérsiitési kisérleteket is elkezdtiink annak vizsgalatara,

hogyan hatnak a beépitett blizafehérjék a siitdipari tulajdonsagokra (pl. térfogat, bélszerkezet).

A palyazat eredményeként a bliza tartalékfehérjék technofunkcionalis tulajdonsagait tudtuk vizsgalni

olyan mélységben és olyan részletekben, mely a korabban hasznalatos vizsgald modszerrel nem volt

lehetséges.

A rendszer kialakitdsa soran olyan paramétereket vizsgaltunk, melyeket eddig még senki nem
vizsgalt- Az OTKA 4ltal tamogatott projektnek koszonhetéen olyan adatok birtokdba juthattunk és
tehetiink kozzé a tudoméanyos vildg szamara, melyek alapvetd elméleti €s gyakorlati Gjdonsagnak
szamitanak. Ilyen tobbek kozott buza tartalékfehérjék szinergikus hatdsa a rizstészta dagasztasi

paramétereire, vagy a tartalékfehérjék eloszlasa a rizstésztaban.
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Az 1j modell rendszerben véleménylink szerint finomabb részletekben vizsgalhatjuk a tartalékfehérjék
kiilonbozo szerkezeti tulajdonsagait illetve hatasat a polimerfehérjék szerkezetére és a dagasztési
paraméterekre.

Kozelebb jutottunk a sikér fehérje szerkezetének pontosabb megismeréséhez, példaul az x- és y-tipust
HMW glutenin fehérje alegységek kapcsolodasanak eddig nem ismert, ill. nem bizonyitott részleteit
irhattuk le.

Az ) modell rendszerrel nyert molekula szerkezet-funkcio Osszefliggések segitségével olyan 1j
rekombinans tartalékfehérjék tervezhetdk, melyek buza transzformalasban célzottan hasznalhatok az
egyes végfelhasznaloi igények kielégitésére. A palydzatban leirt, sikeres munka eredményeire
alapozva a késdbbiekben kidolgozhato egy tijabb kutatasi projekt, melynek célja 0j tipust élelmiszer

(funkcionalis élelmiszer) eldallitasa.
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